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Avant-propos
« Observer, c’est déjà quelque chose, mais ce n’est pas assez : il faut expérimen-
ter, c’est-à-dire intervenir soi-même et faire naître des conditions artificielles qui
mettent l’animal dans la nécessité de nous dévoiler ce qu’il ne dirait pas, livré au
courant normal. Admirablement combinés pour atteindre la fin poursuivie, ses actes
peuvent nous imposer sur leur réelle signification et nous faire admettre, dans leur
enchaînement, ce que nous dicte notre propre logique. Ce n’est pas la bête que nous
interrogeons alors sur la nature de ses aptitudes, sur les ressorts primordiaux de
son activité ; mais bien nos propres vues, donnant toujours réponse favorable aux
idées que nous caressons. Comme je l’ai bien des fois démontré, l’observation seule
est souvent un leurre : nous en traduisons les données d’après les exigences de nos
systèmes. Pour en faire émerger le vrai, doit nécessairement intervenir l’expérimen-
tation, seule capable de sonder le ténébreux problème de l’intellect chez la bête. On a
parfois dénié à la zoologie d’être une science expérimentale. Le reproche serait fondé
si la zoologie se bornait à décrire, à classer ; mais c’est le moindre côté de son rôle :
elle a des visées plus hautes, et quand elle interroge l’animal sur quelque problème de
la vie, son questionnaire est l’expérimentation. Dans ma modeste sphère, je me pri-
verais du plus puissant moyen d’étude si je négligeais d’expérimenter. L’observation
propose le problème ; l’expérimentation le résout, si toutefois il peut se résoudre ; du
moins, impuissante à nous donner le plein jour, elle projette quelque clarté dans les
flancs de l’impénétrable nuage. »
Jean-Henri Fabre (1823-1915) Souvenirs entomologiques.
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Abeilles
"Les abeilles peuvent paraître supérieures à la race humaine, en ce qu’elles pro-
duisent de leur substance une substance utile, et que de toutes nos sécrétions il n’y
en a pas une seule qui soit bonne à rien, pas une seule même qui ne rende le genre
humain désagréable.
Ce qui m’a charmé dans les essaims qui sortent de la ruche, c’est qu’ils sont
beaucoup plus doux que nos enfants qui sortent du collège. Les jeunes abeilles alors
ne piquent personne, du moins rarement et dans des cas extraordinaires. Elles se
laissent prendre, on les porte la main nue paisiblement dans la ruche qui leur est
destinée ; mais dès qu’elles ont appris dans leur nouvelle maison à connaître leurs
intérêts, elles deviennent semblables à nous, elles font la guerre. J’ai vu des abeilles
très tranquilles aller pendant six mois travailler dans un pré voisin couvert de fleurs
qui leur convenaient. On vint faucher le pré, elles sortirent en fureur de la ruche,
fondirent sur les faucheurs qui leur volaient leur bien, et les mirent en fuite.
Je ne sais pas qui a dit le premier que les abeilles avaient un roi. Ce n’est pas
probablement un républicain à qui cette idée vint dans la tête. Je ne sais pas qui leur
donna ensuite une reine au lieu d’un roi, ni qui supposa le premier que cette reine
était une Messaline, qui avait un sérail prodigieux, qui passait sa vie à faire l’amour
et à faire ses couches, qui pondait et logeait environ quarante mille oeufs par an. On
a été plus loin ; on a prétendu qu’elle pondait trois espèces différentes, des reines,
des esclaves nommés bourdons, et des servantes nommées ouvrières ; ce qui n’est pas
trop d’accord avec les lois ordinaires de la nature.
On a cru qu’un physicien 1, d’ailleurs grand observateur, inventa, il y a quelques
années, les fours à poulets, inventés depuis environ quatre mille ans par les Égyp-
tiens, ne considérant pas l’extrême différence de notre climat et de celui d’Égypte ;
on a dit encore que ce physicien inventa de même le royaume des abeilles sous une
reine, mère de trois espèces.
Plusieurs naturalistes avaient répété ces inventions ; il est venu un homme qui,
étant possesseur de six cents ruches, a cru mieux examiner son bien que ceux qui,
1. Réaumur.
vn’ayant point d’abeilles, ont copié des volumes sur cette république industrieuse qu’on
ne connaît guère mieux que celle des fourmis. Cet homme est M. Simon, qui ne se
pique de rien, qui écrit très simplement, mais qui recueille, comme moi, du miel et
de la cire. Il a de meilleurs yeux que moi, il en sait plus que M. le prieur de Jonval
et que M. le comte du Spectacle de la nature ; il a examiné ses abeilles pendant vingt
années ; il nous assure qu’on s’est moqué de nous, et qu’il n’y a pas un mot de vrai
dans tout ce qu’on a répété dans tant de livres.
Il prétend qu’en effet il y a dans chaque ruche une espèce de roi et de reine
qui perpétuent cette race royale, et qui président aux ouvrages ; il les a vus, il les a
dessinés, et il renvoie aux Mille et une Nuits et à l’Histoire de la reine d’Achem la
prétendue reine abeille avec son sérail.
Il y a ensuite la race des bourdons, qui n’a aucune relation avec la première,
et enfin la grande famille des abeilles ouvrières qui sont mâles et femelles, et qui
forment le corps de la république 2. Les abeilles femelles déposent leurs oeufs dans
les cellules qu’elles ont formées.
Comment, en effet, la reine seule pourrait-elle pondre et loger quarante ou cin-
quante mille oeufs l’un après l’autre ? Le système le plus simple est presque toujours
le véritable. Cependant j’ai souvent cherché ce roi et cette reine, et je n’ai jamais
eu le bonheur de les voir. Quelques observateurs m ont assuré qu’ils ont vu la reine
entourée de sa cour ; l’un d’eux l’a portée, elle et ses suivantes, sur son bras nu.
Je n’ai point fait cette expérience ; mais j’ai porté dans ma main les abeilles d’un
essaim qui sortait de la mère ruche, sans qu’elles me piquassent. Il y a des gens qui
n’ont pas de foi à la réputation qu’ont les abeilles d’être méchantes, et qui en portent
des essaims entiers sur leur poitrine et sur leur visage.
Virgile n’a chanté sur les abeilles que les erreurs de son temps. Il se pourrait bien
que ce roi et cette reine ne fussent autre chose qu’une ou deux abeilles qui volent par
hasard à la tête des autres. Il faut bien que, lorsqu’elles vont butiner les fleurs, il y
2. Les ouvrières ne sont point mâles et femelles. Les abeilles appelées reines sont les seules qui
pondent. Des naturalistes ont dit avoir observé que les bourdons ne fécondaient les oeufs que l’un
après l’autre lorsqu’ils sont dans les alvéoles, ce qui expliquerait pourquoi les ouvrières souffrent
dans la ruche ce grand nombre de bourdons. Voyez (dans les Mélanges, année 1768) les Singularités
de la nature, chap. vi, où l’on retrouve une partie de cet article.
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en ait quelques-unes de plus diligentes ; mais qu’il y ait une vraie royauté, une cour,
une police, c’est ce qui me paraît plus que douteux.
Plusieurs espèces d’animaux s’attroupent et vivent ensemble. On a comparé les
béliers, les taureaux, à des rois, parce qu’il y a souvent un de ces animaux qui marche
le premier : cette prééminence a frappé les yeux. On a oublié que très souvent aussi
le bélier et les taureaux marchent les derniers.
S’il est quelque apparence d’une royauté et d’une cour, c’est dans un coq ; il
appelle ses poules, il laisse tomber pour elles le grain qu’il a dans son bec ; il les
défend, il les conduit ; il ne souffre pas qu’un autre roi partage son petit État ; il
ne s’éloigne jamais de son sérail. Voilà une image de la vraie royauté ; elle est plus
évidente dans une basse-cour que dans une ruche.
On trouve dans les Proverbes attribués à Salomon 3, « qu’il y a quatre choses qui
sont les plus petites de la terre et qui sont plus sages que les sages : les fourmis, petit
peuple qui se prépare une nourriture pendant la moisson ; le lièvre, peuple faible qui
couche sur des pierres ; la sauterelle, qui, n’ayant pas de roi, voyage par troupes : le
lézard, qui travaille de ses mains, et qui demeure dans les palais des rois. » J’ignore
pourquoi Salomon a oublié les abeilles, qui paraissent avoir un instinct bien supérieur
à celui des lièvres, qui ne couchent point sur la pierre, à moins que ce ne soit au
pays pierreux de la Palestine, et des lézards, dont j’ignore le génie. Au surplus, je
préférerai toujours une abeille à une sauterelle.
On nous mande qu’une société de physiciens pratiques, dans la Lusace, vient
de faire éclore un couvain d’abeilles dans une ruche, où il est transporté lorsqu’il
est en forme de vermisseau. Il croît, il se développe dans ce nouveau berceau qui
devient sa patrie ; il n’en sort que pour aller sucer des fleurs : on ne craint point
de le perdre, comme on perd souvent des essaims lorsqu’ils sont chassés de la mère
ruche. Si cette méthode peut devenir d’une exécution aisée, elle sera très utile : mais
dans le gouvernement des animaux domestiques, comme dans la culture des fruits, il
y a mille inventions plus ingénieuses que profitables. Toute méthode doit être facile
pour être d’un usage commun.
3. Proverbes, xxx, 28.
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De tout temps les abeilles ont fourni des descriptions, des comparaisons, des
allégories, des fables, à la poésie. La fameuse fable des abeilles de Mandeville fit un
grand bruit en Angleterre ; en voici un petit précis :
Les abeilles autrefois
Parurent bien gouvernée.
Et leurs travaux et leurs rois
Les rendirent fortunées.
Quelques avides bourdons
Dans les ruches se glissèrent :
Ces bourdons ne travaillèrent,
Mais ils firent des sermons.
« Nous vous promettons le ciel ;
Accordez-nous en partage
Votre cire et votre miel. »
Les abeilles qui les crurent
Sentirent bientôt la faim ;
Les plus sottes en moururent.
Le roi d’un nouvel essaim
Les secourut à la fin.
Tous les esprits s’éclairèrent ;
Ils sont tous désabusés ;
Les bourdons sont écrasés,
Et les abeilles prospèrent.
Mandeville va bien plus loin ; il prétend que les abeilles ne peuvent vivre à l’aise
dans une grande et puissante ruche, sans beaucoup de vices. Nul royaume, nul État,
dit-il, ne peuvent fleurir sans vices. Otez la vanité aux grandes dames, plus de belles
manufactures de soie, plus d’ouvriers ni d’ouvrières en mille genres ; une grande
partie de la nation est réduite à la mendicité. Otez aux négociants l’avarice, les flottes
anglaises seront anéanties. Dépouillez les artistes de l’envie, l’émulation cesse ; on
retombe dans l’ignorance et dans la grossièreté.
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Il s’emporte jusqu’à dire que les crimes mêmes sont utiles, en ce qu’ils servent
à établir une bonne législation. Un voleur de grand chemin fait gagner beaucoup
d’argent à celui qui le dénonce, à ceux qui l’arrêtent, au geôlier qui le garde, au juge
qui le condamne, et au bourreau qui l’exécute. Enfin, s’il n’y avait pas de voleurs,
les serruriers mourraient de faim.
Il est très vrai que la société bien gouvernée tire parti de tous les vices ; mais il
n’est pas vrai que ces vices soient nécessaires au bonheur du monde. On fait de très
bons remèdes avec des poisons, mais ce ne sont pas les poisons qui nous font vivre.
En réduisant ainsi la fable des abeilles à sa juste valeur, elle pourrait devenir un
ouvrage de morale utile."
Voltaire (1694-1778), Dictionnaire philosophique, Abeilles
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Introduction
L’apprentissage et la mémoire sont des processus fondamentaux pour de nom-
breuses espèces animales tant il est important pour leur survie que celles-ci soient
capables d’adapter leur comportement en réponse à une situation donnée, que ce
soit dans un contexte de prise de nourriture ou d’évitement d’un danger potentiel.
Ces fonctions cognitives, que sont l’apprentissage et la mémoire, sont présentes chez
de nombreux animaux allant des invertébrés aux vertébrés. Bien que le système
nerveux d’une aplysie soit radicalement différent de celui du rat ou de l’homme,
les recherches menées sur les mécanismes nerveux qui supportent l’apprentissage
montrent des similitudes (cascade moléculaire, détecteur de coïncidence, etc.). Il est
par conséquent, nécessaire et légitime de s’intéresser aux processus liés à cette fonc-
tion chez des espèces animales présentant un système nerveux « simple » dont les
capacités d’apprentissages sont importantes et faciles d’accès en laboratoire.
L’abeille domestique, Apis mellifera, est à ce titre, un modèle de choix. En effet,
le conditionnement du réflexe d’extension du proboscis (REP), qui est un comporte-
ment naturel ayant lieu au cours du butinage, offre de nombreux avantages par le fait
même qu’il est parfaitement reproductible en laboratoire sous condition contrôlées
et qu’il est suffisamment robuste pour permettre l’utilisation de pratique expérimen-
tale invasive. De plus, la connaissance de l’anatomie du système nerveux de l’abeille
et la variété des techniques expérimentales qui peuvent être utilisées (électrophy-
siologie, pharmacologie, imagerie calcique, biologie moléculaire) ont donné lieu à de
nombreuses recherches en neurobiologie.
Fort de ce modèle d’étude, l’équipe du Pr. Monique Gauthier a entrepris, il y a
près de vingt ans, de mieux comprendre le rôle joué par l’acétylcholine dans l’ap-
prentissage et la mémoire. Ce neurotransmetteur est présent en grande quantité
uniquement au sein du système nerveux central et de ce fait le système choliner-
gique est la cible de nombreux insecticides mais aucune donnée de la littérature ne
précisait son rôle dans le comportement. Les premières études ont révélé que l’acé-
tylcholine, via son action sur les récepteurs nicotiniques notamment, avait un rôle
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dans la formation de la mémoire à long terme et dans les processus de restitution
de la mémoire. Ces études couplant l’utilisation d’antagonistes nicotiniques et le
conditionnement du REP ont permis de mettre en évidence l’implication de deux
types de récepteurs différemment impliqués dans les processus liés à l’apprentissage
et à la mémoire. Le premier type de récepteur, sensible à l’a-bungarotoxine (α-bgt)
(et à la méthyllycaconitine (MLA)), est nécessaire à la formation de la mémoire à
long terme induite par un conditionnement en plusieurs essais alors que le second
type de récepteur, sensible à la mécamylamine est nécessaire à la restitution d’une
information apprise induite par un ou plusieurs essais de conditionnement (Lozano
et al 2001 ; Dacher et al 2005 ; Gauthier et al 2006).
Le présent travail se propose d’approfondir la caractérisation des récepteurs nico-
tiniques impliqués dans les processus d’apprentissage et de mémoire en se focalisant
sur le rôle de deux sous-unités nicotiniques, Amelα7 et Amelα8. Ces deux sous unités
présentent des profils d’expression différents au sein du cerveau de l’abeille et leurs
relations phylogénétiques avec les sous-unités de vertébrés laissent à penser que les
récepteurs qu’elles forment pourraient avoir des propriétés pharmacologiques diffé-
rentes (i.e. perméabilité au calcium, sensibilité à l’α-bgt). Notre étude a tiré profit
du séquençage récent du génome de l’abeille (Consortium, 2006) pour utiliser de
nouveaux outils issus de la biologie moléculaire comme l’interférence par ARN qui
permet d’étudier le rôle d’une protéine en réprimant son expression. Cet outil, qui a
par ailleurs montré son efficacité chez l’insecte, a été utilisé dans le cadre d’un condi-
tionnement appétitif olfactif afin de déterminer le rôle des récepteurs nicotiniques
comportant les sous-unités Amelα7 et Amelα8 dans l’apprentissage et la mémoire.
Les principaux résultats obtenus montrent que les récepteurs présents au niveau de
la sortie des corps pédonculés (lobes verticaux) et comportant la sous-unité Amelα8,
participent au processus de rappel alors que les récepteurs comportant la sous-unité
Amelα7 sont nécessaires à la formation d’une mémoire à long terme du condition-
nement discriminatif. L’implication de la sous- unité Amelα7 dans le codage olfactif
est discutée.
Chapitre I
Contexte scientifique
I.1 Le modèle d’étude : l’abeille domestique Apis
mellifera
I.1.1 Généralités
Systématique de l’abeile domestique, 
Apis melifera (Linné, 1758)
Métazoaire
Bilatérien
Ecdysozoaire
Arthropode
Hexapode
Insecte
Ptérigote
Néoptère
Endopterigote
Hyménoptère
Apoidea
Apidea
Apinae
Règne
Infra-règne
Clade
Embranchement
Sous-embranchement
Classe
Sous-classe
Infra-classe
Super-ordre
Ordre
Super-famile
Famile
Sous-famile
Figure 1 – Systématique de l’abeille do-
mestique, Apis mellifera
L’abeille domestique Apis mellifera, ap-
partient à l’ordre des Hyménoptères (cf. fi-
gure 1) qui comprend différentes espèces
abeilles (solitaires ou sociales), les fourmis,
les guêpes, les frelons, etc. L’abeille est un
représentant majeur des espèces que l’on
qualifie d’eusociales. Ce terme désigne les
espèces qui présentent les trois caractéris-
tiques suivantes : 1) chevauchement des gé-
nérations, 2) spécialisation de certains indi-
vidus pour la reproduction et 3) soins aux
jeunes. Ce type de socialité est présent chez
certains insectes et chez une seule espèce
de mammifère, le rat taupe glabre. Chez
les abeilles, seule la reine à la capacité de
se reproduire. Elle peut pondre en moyenne 2000 œufs par jour. Les œufs fécondés
donnent naissance aux femelles, les oeufs non–fécondés, aux mâles. La ponte d’un
type d’œuf ou de l’autre dépend du diamètre de la cellule construite au préalable par
les ouvrières à l’intérieur de la ruche, qui régulent ainsi le nombre de mâles produits
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par la ruche. Certaines larves femelles sont destinées à devenir de futures reines.
Elles sont nourries jusqu’au 5ème jour après éclosion avec une substance produite
par les ouvrières « nourrices », la gelée royale ; les autres larves ne la reçoivent qu’au
cours des 3 jours suivant leur éclosion. Cette substance comprend, entre autres com-
posés, de la royalactine, une protéine nécessaire pour la différenciation des femelles
en reines (Kamakura et al 2011) et qui induit une augmentation de la taille et du
développement des ovaires.
Chez l’abeille, la division des tâches est basée en grande partie sur l’âge des
individus (polyéthisme d’âge). En effet, dès leur émergence, les nouvelles ouvrières
sont chargées du soin aux larves et aux tâches d’entretien de la ruche. Ensuite, les
abeilles d’âge compris entre 10 à 20 jours sont les gardiennes, elles assurent la défense
de la ruche contre les intrus. Enfin, au-delà de 20 jours, les individus sont chargés
du fourragement : collecte d’eau, de nectar et de pollen à l’extérieur de la ruche. On
sait aujourd’hui que cette succession dans les tâches accomplies tout au long de la
vie d’une abeille est largement dépendante de l’expression de la vitellogenine dont
les mécanismes de régulation font l’objet de nombreux travaux (pour revue Amdam
et al 2012)
I.1.2 Capacités cognitives de l’abeille
L’abeille domestique est un modèle très largement utilisé depuis une cinquantaine
d’année pour les études en neurobiologie (Giurfa et Sandoz 2012). Du fait de sa vie
sociale très complexe, cette espèce a développé un répertoire comportemental très
riche qui se prête à l’étude neurobiologique des fonctions cognitives. Par ailleurs,
l’anatomie du système nerveux de l’abeille est relativement bien décrite et les travaux
d’électrophysiologie, d’imagerie ou, plus récemment encore, de biologie moléculaire
permettent une étude approfondie des processus biologiques qui sous-tendent les
fonctions cognitives.
La plus fascinante et peut être la plus célèbre de ces fonctions est la communi-
cation qui s’établit entre les butineuses dans le but d’indiquer le lieu des zones de
fourragement. C’est en 1927 que Karl Von Frisch a mis en évidence le rôle de la «
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danse » de l’abeille dont les caractéristiques permettent un codage de la direction
et de la longueur du trajet à effectuer pour atteindre une source de nourriture. En
effet, les butineuses de retour à la ruche transmettent des informations sur la loca-
lisation de la source de nourriture qu ‘elles viennent d’exploiter par l’intermédiaire
d’une « danse » qu’elles effectuent sur les cadres de la ruche. Si la source est située
à moins de 50 m, elles exécutent une danse en rond, en revanche si la source se situe
à plus de 50 m, elles exécutent une danse en huit. Lorsque l’abeille démonstratrice
passe par l’axe de symétrie horizontale du 8, son abdomen oscille de gauche à droite
et la durée de cette danse oscillante dépend de la longueur du trajet à effectuer
(Voir Figure 2). L’angle formé par la barre du huit et la direction du soleil (calibré
par rapport à l’axe de la gravité) correspond l’angle entre la ruche et la source de
nourriture. On peut noter ici que l’abeille transpose dans le plan vertical du cadre
de la ruche les coordonnées de la source de nourriture qui est localisée dans un
plan horizontal. D’autres informations notamment olfactives, apportent des indica-
tions quant à la qualité de la source de nourriture. L’introduction de micro-robots
à l’intérieur de la ruche, dont les déplacements étaient programmés selon les règles
découvertes par Von Frisch, a permis de conduire des butineuses vers le lieu indiqué
par la danse artificielle (Michelsen et al, 1992). Bien que la communication interin-
dividuelle soit très développée chez les insectes, notamment grâce à l’émission des
phéromones, la danse des abeilles semble être l’unique exemple de langage utilisant
une représentation symbolique.
Depuis une vingtaine d’année, de nombreux travaux effectués sur des abeilles
en vol libre ont pu démontrer l’utilisation de règles abstraites pour résoudre une
tâche de catégorisation comme la détection de la symétrie (Giurfa et al, 1996) ou
du concept au dessus/en dessous (Avarguès-Weber et al, 2011).
Il est évidemment très difficile pour l’instant d’aborder l’étude des bases neu-
robiologiques des fonctions cognitives complexes données en exemple. L’approche
neurobiologique de l’apprentissage et de la mémoire nécessite des comportements
simples, dans lesquels les informations prises en compte par l’animal sont des sti-
mulations maîtrisées par l’expérimentateur, la réponse comportementale facilement
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Figure 2 – La danse frétillante des abeilles butineuses permet d’indiquer la localisation
d’une source de nourriture. Une danse en rond est réalisée pour indiquer une source de
nourriture localisée à moins de 50 m de la ruche alors que la danse en 8 indique une
source éloignée de plus de 50 m. L’orientation de la barre du 8 et la durée des oscillations
représentent respectivement, la direction à suivre et la distance à parcourir pour atteindre
la source.Trois exemples d’orientation de la danse sont présentés indiquant la direction des
sites A, B et C
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quantifiable et le système nerveux accessible. Ces conditions sont réunies en situa-
tion de laboratoire, par l’utilisation de conditionnements classiques réalisés sur des
abeilles en contention. Un des protocoles le plus utilisé est le conditionnement du
réflexe d’extension du proboscis à la présentation d’un stimulus initialement neutre,
olfactif ou tactile. Ce conditionnement est rapidement acquis par l’abeille car il fait
partie de son répertoire comportemental. Lors du butinage l’abeille associe l’odeur
ou la texture de la fleur à la présence de nectar et on a pu montrer que l’appren-
tissage acquis en milieu naturel peut être transposé au laboratoire (Gerber et al
1996).
I.1.3 Le conditionnement du réflexe d’extension du proboscis
Le conditionnement du REP est un paradigme expérimental intensivement utilisé
depuis cinquante ans (pour revue : Giurfa et Sandoz 2012). C’est un apprentissage
associatif de type pavlovien qui consiste à induire une association entre un stimulus
conditionnel (SC) et un stimulus inconditionnel (SI) qui déclenche de manière réflexe
une réponse inconditionnelle (RI), dans le cas présent une extension du proboscis.
Lorsque l’animal a appris, la seule présentation du SC déclenche la réponse condi-
tionnée (RC). La figure 3 reprend les principales étapes du conditionnement. Chez
l’abeille, le réflexe peut être conditionné à la présentation d’un SC de différentes
modalités sensorielles : olfactive, visuelle ou tactile.
Du fait de sa facilité de mise en œuvre, le conditionnement olfactif du réflexe d’ex-
tension du proboscis est de loin le protocole le plus couramment utilisé en neurobio-
logie de l’apprentissage et de la mémoire chez l’abeille. La première étude consacrée
au conditionnement olfactif du REP a été réalisée par Takeda (1961) probablement
inspiré par les travaux de Kuwabara (1957). Celui ci avait effectué un conditionne-
ment visuel du REP en présentant à des abeilles en contention des stimuli lumineux
colorés associés à une récompense sucrée. Le protocole de conditionnement olfactif
du REP utilisé de nos jours est basé sur les travaux de Bitterman et al (1983) qui
démontrent, sans ambigüité grâce à de nombreuses expériences contrôles, la néces-
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Naive Conditionnement Restitution
SC SC SC
Sucrose (SI)
Figure 3 – Déroulement schématique du conditionnement olfactif du réflexe d’extension
du proboscis chez l’abeille. SC : Stimulus Conditionnel ; SI : Stimulus Inconditionnel
sité de présenter successivement le SC puis le SI pour que le conditionnement soit
effectif.
A l’heure actuelle, de nombreuses variantes du conditionnement olfactif ont été
mises au point en faisant varier la durée de l’intervalle entre les deux stimulations
(SC et SI), le nombre d’essai, la force du SI ou du SC, (Menzel et al 2001). En
fonction du nombre d’essais lors de l’apprentissage et de l’intervalle entre les essais,
la mémoire olfactive peut varier de quelques minutes à plusieurs jours (Menzel et al
2001).
I.1.4 La mémoire chez l’abeille
Classiquement, on définit trois types de mémoire chez l’abeille : la mémoire
à court terme (MCT), la mémoire à moyen terme (MMT) et la mémoire à long
terme (MLT). La MCT et la MMT sont des mémoires dites "labiles" alors que la
MLT est dite "stable" et se différencie des 2 premières par la nécessité d’une étape
de consolidation impliquant différents acteurs moléculaires (CREB, PKA, AMPc)
conservés chez de nombreuses espèces (Schwarzel & Müller 2006).
La mémoire à court terme est induite par un seul essai de conditionnement
et dure quelques minutes. Certains auteurs font la distinction entre MCT précoce
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et tardive (Menzel 1999). La mémoire à moyen terme (quelques heures à un jour
après l’apprentissage) nécessite plusieurs essais de conditionnement avec un inter-
valle inter-essai (ITI ; en anglais « InterTrial Interval ») court et elle n’est pas dé-
pendante de la synthèse protéique. Enfin, la mémoire à long terme (à partir de 24 h
après l’apprentissage) se forme après plusieurs essais de conditionnement espacés et
elle est dépendante de la synthèse protéique. Cette mémoire peut être subdivisée en
mémoire à long terme précoce (24 h) et en mémoire à long terme tardive (48 h et
plus). La première est dépendante de la traduction d’ARNm déjà présents dans la
cellule alors que la deuxième est dépendante de la transcription de nouveaux gènes.
Il est communément admis que cette synthèse de nouvelles protéines va permettre
l’établissement de changements structuraux (i.e. la formation de nouvelles synapses)
permettant la formation d’une trace mnésique à long terme. D’après le modèle de
mémoire proposé par Menzel (2001), l’établissement d’une mémoire à long terme
précoce nécessite un conditionnement en plusieurs essais massés (ITI ≤ 1 min) alors
qu’un condionnement en essai espacés (ITI > 1 min) induit une mémoire à long
terme tardive qui comme nous l’avons vu dépend de la synthèse de nouvelles pro-
téines. Les dynamiques des différentes formes de mémoire sont présentées sur la
figure 4. D’après les travaux de Menzel (1999), il semble que les processus de forma-
tion des mémoires à moyen terme et long terme se mettent en place en parallèle et
par conséquent, la formation de l’une ne dépend pas de l’autre (cf. figure 5). Chez
la drosophile, il a récemment été montré que l’établissement d’une mémoire à long
terme pouvait être mise en place sans qu’une mémoire à court terme se soit préala-
blement constituée (Trannoy et al 2012), un tel phénomène est encore inconnu chez
l’abeille.
L’existence de modifications structurales engendrées par l ‘établissement d’une
mémoire olfactive à long terme a été démontré chez l’abeille au niveau de deux struc-
tures cérébrales : les lobes antennaires et les calices des corps pédonculés. En effet, il
a été montré que le volume de certains glomérules des lobes antennaires était modifié
chez des animaux présentant une mémoire à long terme après un conditionnement
olfactif du REP par rapport à des animaux n’ayant pas formé de mémoire (Hour-
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cade et al 2009). Par ailleurs, une augmentation de la densité de microglomérules
au sein des lèvres des calices (voir Partie Anatomie fonctionnelle des voies olfactives
et gustatives) est également observée chez les animaux ayant formé une mémoire à
long terme (Hourcade et al 2010). Le cerveau de l’abeille montre donc une certaine
plasticité en relation avec la mise en place d’une mémoire olfactive. Les structures
cérébrales impliquées et leur fonctionnement sont relativement bien connues, elles
sont décrites dans la partie suivante.
1 EC
3 EC
%
 P
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 jour  jours
Figure 4 – Dynamiques des diffé-
rentes phases de mémoires observées chez
l’abeille et performances des individus
après un conditionnement olfactif en 1
(noir) ou plusieurs essais (blanc) d’après
Giurfa & Sandoz 2012.
I.2 Anatomie fonctionnelle des voies olfactives et
gustatives
L’étude des bases neurobiologiques de l’apprentissage et de la mémoire a pour
but de comprendre la nature des modifications au sein des réseaux nerveux qui
supportent le processus d’association entre les stimulations et qui sont à l’origine
de la trace mnésique. Le conditionnement olfactif du REP nécessite une association
entre une odeur et une récompense sucrée. Par conséquent, il est nécessaire qu’il y
ait, au niveau du système nerveux, une convergence des informations olfactives et
gustatives qui pourra engendrer une modification fonctionnelle et/ou structurelle du
réseau de neurones impliqué dans les processus d’apprentissage et de mémoire.
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Figure 5 – Modèle de mémoire chez l’abeille. Lors d’un conditionnement en un essai, une
mémoire à court terme (MCT) s’établie et elle peut être mesurée pendant quelques minutes.
Par la suite, une mémoire à moyen terme (MMT) peut être mesurée quelques heures après
l’apprentissage. Un conditionnement à essais multiples induit la formation de différentes
mémoires : la MCT, la MMT et la MLT. La MMT se forme de manière indépendante de la
MLT. Si les essais de conditionnement sont massés, une MLT dite précoce se forme et peut
être mesurée jusqu’à 72 h après l’apprentissage alors que des essais espacés engendrent la
formation d’une MLT dite tardive qui est dépendante de la synthèse de nouvelles protéines
et peut être visible plus de 72 h après le conditionnement (adapté de Menzel 2001).
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I.2.1 Olfaction
I.2.1.1 La détection des odeurs au niveau des antennes
Les molécules odorantes sont détectées au niveau des antennes par les neurones
sensoriels olfactifs (NSO) dont les dendrites se trouvent dans les sensilles placoïdes
(sensilla placodea) (cf. figure 6A). Chez l’abeille, il est généralement admis qu’il
y a environ 60000 NSO. Les molécules odorantes hydrophobes se lient aux OBP
(« Odorant Binding Protein ») et peuvent ainsi circuler dans le fluide aqueux qui
entoure les NSO au niveau des sensilles afin d’atteindre les récepteurs membranaires
(Odorant Receptors, ORs) portés par ces neurones. Les insectes possèdent des ORs
assez différents de ceux des vertébrés, la partie N-terminale étant intracellulaire alors
qu’elle est extracellulaire chez les vertébrés (Benton 2006 ; Silbering & Benton 2010).
Les OR sont hétéromériques et sont formés d’une sous-unité commune (Orco chez la
drosophile ; ex-Or83b : Vosshall & Hansson 2011) et d’une sous-unité portant le site
de fixation pour un type d’OPB particulier. Chez l’abeille, de part son abondance
au sein des NSO et de son homologie avec Or83b, la sous-unité commune pourrait
être AmOr2 (Robertson & Wanner 2006).
I.2.1.2 Les lobes antennaires constituent le premier centre d’intégration
des informations olfactives
Le nerf antennaire constitué par les axones des NSO est à l’origine de 6 tracta
(T1-T6) dont quatre (T1-T4) atteignent le lobe antennaire. Il est important de noter
que ces tracta transmettent des informations olfactives à différentes régions du lobe
antennaire. Par exemple, T1 innerve principalement la région ventrale et les tracta
T2 à T4 innervent la région dorsale du lobe antennaire (Kirschner et al 2006). Les
informations olfactives détectées par les NSO sont transmises aux glomérules, unités
structurelles et fonctionnelles au sein desquelles des connexions sont établies entre
trois types de neurones, les NSO, les neurones de projection et des interneurones
locaux. Les glomérules sont facilement identifiables car leur localisation au sein du
lobe antennaire est conservée entre individus d’une même espèce. Cent soixante cinq
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Détail d’une sensile olfactive
Anatomie des tractus antenno-calicaux
Adapté de Kirschner et al 2006
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Organisation du lobe antennaire
Figure 6 – Représentation schématique de (A) l’organisation d’une sensille olfactive, (B)
du lobe antennaire et des différents tratcta antenno-protocérébraux (extrait de Kirschner
et al, 2006) (C).
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glomérules ont été dénombrés chez l’abeille. Chaque glomérule reçoit des afférences
provenant de neurones sensoriels olfactifs exprimant un même type de récepteurs
olfactifs. Au sein du génome d’Apis mellifera, on retrouve 163 gènes codant pour
des OR (Robertson & Wanner 2006). Il existe donc chez l’abeille, comme chez la
drosophile, une correspondance entre le nombre de gènes codant pour les OR et le
nombre de glomérules (Vosshall et al 2000). Cet état de fait est également retrouvé
chez les vertébrés (Kaupp 2010).
L’information est ensuite transmise aux neurones de projections (NP) dont les
corps cellulaires se trouvent à la périphérie des lobes antennaires. Des NP uniglomé-
rulaires (NPu) et multiglomérulaires (NPm) ont été identifiés (Kirshner et al 2006).
Chaque NPu prend l’information au sein d’un seul glomérule recevant les afférences
primaires du tractus T1 alors que chaque NPm intègre les informations issues de
plusieurs glomérules recevant les afférences des tractus antennaires T2, T3 et T4.
La grande majorité des axones des NPm forme le tractus antenno-protérocérébral
(APT pour « antenno-protocerebral tractus » en anglais) médio-latéral (ml-APT),
les axones des NPu forment les APTs latéral (l-APT) et médian (m-APT).
Il apparait clairement qu’il existe deux voies olfactives parallèles. La première
formée par le tractus T1 du nerf antennaire qui s’arborise dans les glomérules en
position dorsale et qui transmettent leurs informations aux NP formant le l-APT.
La seconde voie reçoit les informations des tractus T2 à T4 qui se projettent sur les
glomérules en position ventrale et qui alimentent les NPu formant en majorité le
m-APT. Le rôle de ces deux voies dans le codage olfactif est à l’étude (Carcaud et
al 2012).
Les neurones locaux (NL) s’arborisent à l’intérieur des glomérules et assurent la
communication intra et inter glomérulaire. Chez l’abeille, on compte environs 4000
NLs, homoglomérulaire ou hétéroglomérulaires. Majoritairement inhibiteurs, envi-
ron 750 neurones sont marqués pour le GABA (Schäfer & Bicker 1986 ; Ganeshina
& Menzel 2001) chez l’abeille, mais d’autres neurotransmetteurs ont été identifiés
comme le glutamate (Bicker 1999), l’histamine (Bornhauser & Meyer 1997 ; Sachse
et al 2006) ou l’acétylcholine chez la drosophile (Shang et al 2008).
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I.2.1.3 Les informations olfactives sont traitées au niveau du protocéré-
bron
Les neurones de projection dont les axones forment les tracta l-APT, m-APT et
ml-APT transmettent les informations olfactives aux corps pédonculés et au lobe
protocérébral latéral(cf. figure 6C).
Les corps pédonculés, structures paires du cerveau de l’insecte, sont constitués
d’un calice médian et d’un calice latéral qui fusionnent en un pédoncule unique. Les
cellules type des corps pédonculés, appelées neurones intrinsèques, sont les cellules
de Kenyon (KC). Les soma sont essentiellement regroupés à l’intérieur des calices
( cellules compactes et non-compactes internes) ; quelques corps cellulaires à l’ex-
térieur constituent les cellules compactes externes (Farris et Sinakevitch 2003). Les
KC sont au nombre de 320000 (160000/corps pédonculé). D’après le nombre de NP
(800) qui rejoignent les calices, il est probable que chaque KC reçoive les afférences
d’environ 400 NP (320000 que divise 800). Ces afférences atteignent la lèvre du ca-
lice, zone uniquement olfactive, et l’anneau basal qui est multimodal. Les contacts
synaptiques entre les axones des neurones de projection et les dendrites des cellules
de Kenyon constituent des microglomérules dont le centre et le pourtour sont res-
pectivement les compartiments pré- et post-synaptique (Frambach et al 2004). La
sortie des corps pédonculés est constituée par les axones des KC dont les collatérales
forment le lobe médian et le lobe vertical (v et γ). Les terminaisons axoniques des
KC forment des couches parallèles au sein des lobes verticaux dont l’organisation
est en miroir de celle des calices. Les informations olfactives traitées au niveau de la
lèvre se retrouvent dans la zone inférieure du lobe vertical et celles traitées au niveau
de l‘anneau basal se projettent dans la zone supérieure du lobe vertical (Strausfeld
2002). (cf. figure 7).
Les afférences olfactives s’arborisent également dans le lobe protocérébral latéral
(LPL). Le l-APT laisse des collatérales dans le LPL et se termine au niveau des
calices latéral et médian. Le m-APT se projette d’abord sur les calices puis au
niveau du LPL. Enfin le tractus ml-APT se projette sur le LPL uniquement. Il se
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Figure 7 – Organisation topologique des
modalités sensorielles au sein des calices
et des lobes verticaux d’après Strausfeld,
2002
subdivise en 3 sous-tracta définie en fonction de leur site de projection au niveau du
LPL(Kirshner et al 2006).
Deux régions de la corne latérale du LPL peuvent être distinguées d’après les
afférences qu’elles reçoivent : le m-APT innervant la région caudale et le l-APT
innervant la région rostrale. Le ml-APT innerve également mais de manière homo-
gène la corne latérale (Kirchner et al 2006). Les fonctions du LPL sont mal connues.
Cette structure constituerait la voie de sortie vers l’exécution motrice. Chez la Droso-
phile, le lobe protocérébral semble être impliqué dans la réponse d’évitement innée
aux odeurs (Wang et al 2003). Récemment, Gupta & Stopfer (2012) ont montré
par des enregistrements intracellulaires que les neurones de la corne latérale du
criquet (Schistocerca americana) pouvaient avoir un rôle dans l’extraction de ca-
ractéristiques générales des stimuli olfactifs comme par exemple l’intensité, dans
l’intégration bilatérale de des informations sensorielles et l’intégration de stimuli
multimodaux.
Les corps pédonculés entretiennent des relations avec les autres structures cé-
rébrales par l’intermédiaire de nombreux neurones extrinsèques qui projettent ou
prennent des informations dans le lobe vertical. Les corps cellulaires de ces neurones
sont localisés dans le protocérébron, au sein de plusieurs ensembles décrits initiale-
ment par Ryback et Menzel (1993). Par exemple le neurone Pe1 montre une très forte
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densité d’arborisation au sein du lobe vertical et projette sur le lobe protocérébral
latéral. On retrouve également des neurones en feed-back, originaires du « cluster
» A3 et formant le tractus PCT (« Protocerebro-Calycal Tractus »). Ces neurones
prennent l’information au niveau des lobes verticaux et se projettent au niveau des
calices ipsilatéraux. Ils ont été très étudiés pour leur rôle dans l’apprentissage et la
mémoire olfactive. La complexité des réseaux olfactifs est illustrée par le neurone
en feed-back AFL-1, reliant le lobe vertical, le lobe protocérébral et le lobe anten-
naire (Kirschner et al 2006). Ce neurone établit une connexion directe entre le lobe
antennaire et la sortie des corps pédonculés, sa fonction n’est pas encore précisée.
ALF-1 Pe1 FN2
Figure 8 – Exemple de neurones extrinsèques innervant le lobe vertical : AFL-1, Pe1 et
FN2 [extraits de Kirshner et al. (2006) et Rybak et al. (2010)]
I.2.2 Gustation
Les voies gustatives chez l’abeille sont mal connues. Les afférences gustatives
primaires en provenance des antennes, des pièces buccales ou des tarses sont partiel-
lement décrites et se terminent dans le ganglion sous-oesophagien selon une carto-
graphie qui reste à préciser (Schröter et al 2006). Dans ce ganglion, un deutoneurone
localisé en position médiane et ventrale dans le neuromère maxillaire (VUMmx1)
est activé par la stimulation sucrée (Stimulus Inconditionnel). Ce neurone s’arborise
dans les lobes antennaires, les lobes protocérébraux latéraux et les calices des corps
pédoncules, trois régions qui reçoivent des informations olfactives (cf. figure 9). La
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dépolarisation électrique de ce neurone peut se substituer à la présentation du sucre
lors d’un conditionnement olfactif du PER (Hammer 1993). Kreissl (1994) ayant
montré que ce neurone était localisé dans une zone octopaminergique, des injec-
tions d’octopamine ont été réalisées au niveau des zones innervées pas le VUMmx1 :
lobes antennaires, LPL et calices. Seule l’injection d’octopamine (OA) dans les lobes
antennaires et, dans une moindre mesure, dans les calices peut induire un condition-
nement (Hammer & Menzel 1998). De plus, l’utilisation d’un antagoniste octopami-
nergique, la miansérine, de même que la délétion des récepteurs octopaminergique
au niveau des lobes antennaires induit une baisse des performances d’apprentissage
et de rappel (Farooqui et al 2003). Ces expériences tendent à montrer que le neu-
rone VUMmx1, via la libération d’OA, constitue un élément de la voie du stimulus
inconditionnel.
100 µm
Lobe
antennaire
LPL
Corps 
pédonculé
Calice
Ganglion
sous-oesophagien
Figure 9 – Localisation du neurone
VUMmx1 connu pour son implication
dans la voie du SI (d’après Hammer 1993)
I.3 Les voies cholinergiques
La neurotransmission cholinergique semble indispensable à l’apprentissage et à la
formation de la mémoire à long terme comme cela a pu être montré avec l’injection
d’antagonistes nicotiniques chez l’abeille (Gauthier et al 2006).
I.3. Les voies cholinergiques 17
I.3.1 De l’acétylcholine chez l’insecte au niveau central
L’acétylcholine a depuis longtemps été détectée au niveau du système nerveux
central des insectes et constitue le neurotransmetteur excitateur est le plus abondant
dans le cerveau Colhoun 1963). De nombreux marquages des composants essentiels
à la neurotransmission cholinergique ont été mis en évidence chez différentes es-
pèces d’insectes. Ainsi la choline acétyltransférase (ChaT) qui permet la synthèse
d’acétylcholine à partir de choline et d’acétylCoA, et l’acetylcholinesterase (AchE)
qui permet la dégradation de l’ACh dans la fente synaptique ont été retrouvées chez
Manduca sexta (Pretscott et al 1977), Gryllus bilmacullatus (Breer 1981), Drosophila
melanogaster (Gorczyca et al 1984) et Apis mellifera (Bicker 1999).
Figure 10 – Localisation de l’acetylcholinesterase au niveau d’un cerveau d’abeille d’après
des marquages réalisés par Bicker (1999). Abbréviation :an : nerf antennaire ; sog : ganglion
sous-oesophagien ; dl : lobe dorsal ; oe : oesophage ; m-agt : tractus antenno-calical médian ;
ot : tubercule optique ; lo : lobula ; me : medula ; la : lamina ; cb : corps central ; mcal :
calice médian ; lcal : calice latéral ; oc : ocelle médian
Chez l’abeille, les marquages immunohistochimiques d’AchE sont présents au ni-
veau des principales structures impliquées dans le traitement des informations sen-
sorielles (visuelles, olfactives et gustatives) et les processus cognitifs : lobes optiques,
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lobes antennaires, lobes dorsaux, ganglion sous-oesophagien et corps pédonculés (cf.
figure 10). Les tractus antenno-protocérébraux médians sont également marqués,
démontrant par la-même qu’une partie des informations olfactives traitées par les
lobes antennaires rejoignent les centres supérieurs (calices et lobes protocérébrales
latéraux) par le biais d’une neurotransmission cholinergique (Kreissl & Bicker 1989).
I.3.2 Rôles des récepteurs nicotiniques dans l’apprentissage
et la mémoire
Le rôle des récepteurs nicotiniques dans l’apprentissage et la mémoire a sur-
tout été étudié chez l’abeille domestique et dans une moindre mesure chez la blatte
(Watanabe et al 2010). Curieusement, les études chez la drosophile sont presque in-
existantes puisqu’une seule étude avec un mutant pour la sous-unité Dα7 a montré
son implication dans le comportement d’évitement (Fayyazuddin et al 2006).
Chez l’abeille, plusieurs travaux montrent l’implication des récepteurs nicoti-
niques dans l’apprentissage et la mémoire. L’injection d’antagonistes nicotiniques
a été réalisée au cours de différents type d’apprentissage (associatif / non asso-
ciatif) et pour différentes modalités sensorielles (olfactive / tactile). Les premiers
travaux ont été consacrés à l’étude du conditionnement olfactif du PER réalisé en
un seul essai permettant de tester le rôle des récepteurs nicotiniques au cours la
phase d’acquisition, de la consolidation ou de la restitution des informations. L’in-
jection intracérébrale de mécamylamine, un antagoniste des récepteurs nicotiniques,
a révélé l’implication des récepteurs nicotiniques dans les processus d’acquisition et
de restitution de l’information (Lozano et al 1996). Afin de préciser les régions du
cerveau impliquées, le même antagoniste a ensuite été injecté au niveau des calices
et des lobes verticaux. Ainsi, le blocage des récepteurs nicotiniques au niveau des
calices avant la phase d’acquisition réduit les performances mnésiques des animaux
alors que l’injection après l’acquisition au niveau des lobes verticaux perturbe les
performances lors des tests de rappel jusqu’à 40 min après l’injection (Lozano et al
2001). La figure 11 reprend en partie les résultats de ces travaux.
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Figure 11 – Effet de l’injection localisée de mécamylamine avant un conditionnment en
essai unique au niveau des calices et après un conditionnement en essai unique au niveau
des lobes verticaux (d’après Lozano et al 2001)
La question du rôle des récepteurs nicotiniques au cours d’un apprentissage (ol-
factif et tactile) en essais multiples a également été posée. Plusieurs antagonistes
nicotiniques ont été utilisés et ont permis de révéler une implication différente de
deux types de récepteurs nicotiniques dans les différentes étapes de la mémoire. La
mécamylamine induit une diminution des performances au cours de l’apprentissage
et lors des tests de rappel effectués 1 h et 3 h après l’apprentissage (mémoire à
court et moyen terme). L’α-bgt et la MLA empêchent spécifiquement la formation
de la mémoire à long terme (apprentissage tactile : Dacher et al 2005 ; apprentissage
olfactif : Gauthier et al 2006).
Ces expériences couplant l’utilisation d’agents pharmacologiques et différents
types de conditionnement ont permis d’établir l’hypothèse de travail suivante : il
existe au moins deux types de récepteurs nicotiniques qui participent de manière
différente aux processus liés à l’apprentissage et la mémoire. Les récepteurs sensibles
à l’α-bgt sont nécessaires à la formation de la mémoire à long terme et les récepteurs
insensibles à l’α-bgt sont importants pour le processus de rappel. La question posée
dès lors est de caractériser au plan moléculaire les récepteurs nicotiniques intervenant
d’une part dans la formation de la mémoire à long terme et d’autre part dans les
processus de rappel(cf. figure 12). .
La question du rôle des récepteurs nicotiniques au cours d’un apprentissage (ol-
factif et tactile) en essais multiples a également été adressée. Plusieurs antagonistes
nicotiniques ont été utilisés et ont permis de révélés une implication différente de 2
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types de récepteurs nicotiniques (cf. Figure 12). En effet, la mécamylamine induit
une diminution des performances au cours du conditionnement et des test de rappel
effectué à 1 h et 3 h (mémoire à court et moyen terme) alors que l’α-bgt et la MLA
prévient spécifiquement la formation de la mémoire à long terme (Tactile : Dacher
et al, 2005 ; Olfactif : Gauthier et al, 2006).
Figure 12 – Synthèse des résultats montrant l’implication de 2 types de récepteurs nico-
tiniques dans l’apprentissage et la mémoire chez l’abeille (adaptée de Gauthier et al, 2006
et Dacher et al, 2005). MEC : Mécamylamine.
I.3.3 Les récepteurs nicotiniques chez l’insecte
Les récepteurs nicotiniques sont des canaux ioniques dont l’ouverture est induite
l’acétylcholine. Ils présentent une perméabilité aux cations, potassium, sodium et
calcium dans des rapports qui varient en fonction du sous-type de récepteur.Ils ap-
partiennent à la famille des récepteurs de la famille des Cys-loop. Chez les vertébrés,
il a été montré que les récepteurs nicotiniques sont formés de 5 sous-unités protéiques
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A B
Tableau 1 – A. Phylogénie des sous-unités nicotiniques d’insectes [d’après Jones & Sat-
telle (2010)]. (B) Nombre et types des sous-unités observées au sein de plusieurs génomes
d’insectes.
formant un canal en leur centre. Ces sous-unités présentent 4 domaines transmem-
branaires (TM1 à TM4) dont le TM2 forme le canal, une boucle intracellulaire (entre
TM3 et TM4) plus ou moins longue pouvant porter des sites de phosphorylations.
Les parties N-terminale et C-terminale sont extracellulaires (cf. figure 13). Le site
de fixation de l’acétylcholine se trouve sur la partie N-terminale des sous-unités de
type alpha qui présentent 2 cystéines adjacentes au sein de la boucle C.
I.3.4 Les sous-unités nicotiniques d’insecte
Chez les insectes, un très grand nombre de sous-unités nicotiniques a pu être
révélé grâce à la multiplication des séquençages de génomes effectués ces dernières
années. Le nombre de gènes codant pour les sous-unités nicotiniques apparaît va-
riable (selon l’espèce considérée (cf. Tableau 1B). De plus, les phénomènes d’épissage
alternatif et d’édition (« A-to-I editing ») de certains de ces gènes, comme c’est le
cas d’Amelα3 et d’Amelα6 (Jones et al 2006) augmentent encore le nombre de pro-
téines produites. La nomenclature des sous-unités d’insecte est basée sur celle de la
drosophile en fonction de la similarité de leur séquence (cf. figure 1A).
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HOOC
Type α Type non-α
COOH
Figure 13 – Représentation schématique d’un récepteur nicotinique de vertébrés. Il est
constitué de 5 sous-unités protéiques (Rose) qui s’assemblent autour d’un canal formé par
leur dommaine transemembranaire TM2. La partie N-terminale présente 6 boucles (A à F)
dont certaines sont directement impliquées dans la fixation du ligand. Un pont disulfure
entre 2 cystéines (jaune) est présent entre les boucles B et E et certaines sous-unités (type
α) portent 2 cystéines ajacentes au niveau de la boucle C contrairement aux sous-unités
de type non-α. Ces canaux ioniques sont perméables au K+, au Na+ ainsi qu’au Ca2+
(adaptée de Jones & Sattelle 2010).
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I.3.5 Assemblages des sous-unités nicotiniques chez l’insecte
La composition moléculaire des récepteurs nicotiniques reste largement inconnue
chez les insectes. L’une des principales raisons de cette absence de données est la
difficulté d’exprimer ces récepteurs en système hétérologue (i.e. ovocytes de xénope).
L’expression de récepteurs nicotiniques uniquement à partir de sous-unités d’insectes
a été réussie chez la drosophile avec la sous-unité Dα2 (Sawruk et al 1990), chez le
criquet Schistocerca gregaria avec la sous-unité Sgα1 (Marshall et al 1990 ; Amar et
1995) et avec les sous-unité Mpα1 et Mpα2 du puceron Myzus persicae (Sgard et al
1998).
Une technique alternative pour déterminer la composition des récepteurs nicoti-
niques est l’immunoprécipitation avec l’α-bgt. Par exemple, chez la drosophile, les
travaux de Chamaon et collaborateurs (2002) ont permis d’identifier trois types de
récepteurs nicotiniques (Dβ1/Dβ2/ ? ; Dβ1/Dβ3/ ? ; Dα1/Dα2/Dβ2/ ?) sensibles à
l’α-bgt. Ceci constitue une différence majeure avec les vertébrés dont les récepteurs
sensibles à l’α-bgt sont généralement homomériques (Cordero-Erausquin et al 2000).
I.3.6 Pharmacologie des récepteurs nicotiniques d’insecte
De nombreux travaux ont montré l’existence de récepteurs nicotiniques fonc-
tionnels chez plusieurs espèces d’insectes (cf. Tableau 2). Les études électrophysiolo-
giques qui ont été réalisées montrent que les agonistes principaux sont l’acétylcholine
(ACh), la nicotine et l’épibatidine. Les antagonistes les plus couramment utilisés chez
le vertébré comme l’α-bgt, la mécamylamine (MEC), la méthyllycaconitine (MLA)
ou la dihydro-β-érythroïdine (DHE) sont également efficaces chez l’insecte (Thany
et al 2007) et bloquent la majorité des récepteurs. Certains récepteurs insensibles à
l’α-bgt existent également comme cela a pu être montré sur les neurones DUM de
la blatte Periplaneta americana (Courjaret et Lapied 2001 ; Courjaret et al 2003).
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Espèce Techniques Assemblage Sensibibilté à l'a-bgt Publications 
S. gregaria EH Sga1 oui Marshall et al 1990 ; Amar et al 1995 
D. melanogaster 
EH Da2 non Sawruk et al 1990 
EHH Da1/Gallus b2 oui Bertrand et al 1994 
EHH Da3/Gallus b2 oui Schulz et al 1998 
EHH Da2/Gallus b2 non Bertrand et al 1994 
EHH Da4/Rattus b2 non Lansdell & Millar 2000 
M. persicae 
EH Mpa1 oui Sgard et al 1998 
EH Mpa2 non Sgard et al 1998 
C. felis 
EHH Cfa1/Gallus b2 oui Dereder er al 2011 
EHH Cfa2/Galus b2 non Dereder er al 2011 
D. melanogaster 
a-bgt IP Da3/Db1 oui (binding) Chamaon et al 2000 
a-bgt IP Db1/Db2/? oui (binding) Chamaon et al 2002 
a-bgt IP Da1/Da2/Db2/? oui (binding) Chamaon et al 2002 
Tableau 2 – Tableau récapitulatif des différents assemblages de sous-unités d’insectes
observés au moyen de différentes techniques et en fonction de la sensibilité à l’α-bgt
I.3.7 Pharmacologie et composition en sous-unités des récep-
teurs nicotiniques d’insecte
Comme chez les vertébrés, les récepteurs nicotiniques peuvent être classés en 2
groupes : sensibles et insensibles à l’α-bgt. Il est classiquement admis que les récep-
teurs nicotiniques de vertébrés sensibles à l’α-bgt sont homomériques et formés de
sous-unité α7 ou α9. En revanche, les récepteurs insensibles seraient hétéromériques
associant des sous-unités α et β. Il semble que la relation existant entre la sensi-
bilté à l’α-bgt et la composition moléculaitre des récepteurs (homo/hétéromériques)
soit bien moins évidente chez l’insecte. En effet, il a été montré chez le puceron
Myzus persicae que les récepteurs formés de sous-unités Mpα1 exprimées en sys-
tème hétérologue sont sensibles à l’α-bgt alors que ceux formés de sous unités Mpα2
sont insensibles à l’α-bgt (Sgard et al 1998). De plus, des expériences d’immuno-
précipitation avec l’α-bgt ont permis de mettre en évidence différentes associations
de sous-unités (cf.Tableau 2).
Plus récemment, des enregistrements en patch-clamp sur des cultures primaires
de cellules du lobe antennaires et des cellules de Kenyon ont mis en évidences des
courants nicotiniques ayant 2 profils différents (cf. figure 14). Alors que les cellules du
lobe antennaire présentent à la fois des récepteurs qui se désensibilisent rapidement et
d’autres qui se désensibilisent lentement, un seul type de récepteur à désensibilisation
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rapide a pu être enregistré sur les cellules de Kenyon. Les PCR sur cellule unique
montrent que les sous-unités Amelα2, Amelα5, Amelα8 et Amelβ1 sont exprimées
par les 2 types de cellules. La sous-unité Amelα7 n’a été retrouvée qu’au niveau des
cellules provenant des lobes antennaires. Ces expériences suggèrent que les propriétés
électrophysiologiques différentes qui ont été observées résultent d’une composition
moléculaire différente (Dupuis et al 2011) mais la corrélation ne pourra être établie
qu’après expression des sous-unités nicotiniques d’abeille en système hétérologue.
Type I
Type I
Celule de Kenyon
Celule LA
Figure 14 – Expérience de PCR sur cellule unique réalisée sur des cellules en cultures
primaires de lobes antennaires et des cellules de Kenyon. Représentation des courants
nicotiniques enregistrés et expression des sous-unités associées pour chaque type cellulaire
[d’après Dupuis et al. (2010)]
La grande majorité des récepteurs nicotiniques connus chez l’insecte présente
une pharmacologie similaire. Les agonistes les plus efficaces sont l’acétylcholine, la
nicotine, la carbamylcholine et l’imidaclopride. Les récepteurs peuvent être bloqués
par les antagonistes nicotiniques classiquement utilisés chez le vertébré : dihydro-β-
erythroïdine (DHE), la MLA, l’α-bgt, la mécamylamine (MEC) et l’hexaméthium
(HEX). Ceci a été montré pour différentes espèces, la drosophile D. melanogaster
(Zhang et al 2004), le papillon Manduca sexta (Fickbohm et Trimmer 2003), le
criquet Locusta migratoria (Hermsen et al 1998), la batte Periplaneta americana
(Salgado et Saar, 2004) et l’abeille Apis mellifera (Barbara et al 2005).
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Plusieurs études utilisant différentes approches expérimentales (Ligands mar-
qués, enregistrements électrophysiologiques en patch-clamp ou intra-cellulaire) ont
pu mettre en évidences deux types de récepteurs nicotiniques : les récepteurs sen-
sibles à l’α-bgt et les récepteurs insensibles à l’α-bgt. Ceci a été montré chez plusieurs
espèces d’insectes : la drosophile (Zhang et al 2004), le papillonManduca sexta (Fick-
bohm & Trimmer 2003), le criquet Locusta migratoria (Hermsen et al 1998), la batte
Periplaneta americana (Salgado & Saar, 2004) et l’abeille Apis mellifera (Barbara
et al 2005 ; Dupuis et al 2011).
I.3.8 Localisation des récepteurs nicotiniques chez l’abeille
Les récepteurs nicotiniques d’insectes sont retrouvés uniquement au niveau du
système nerveux central à la différence des vertébrés chez lesquels ils sont également
au niveau de la jonction neuromusculaire. Ils sont localisés au niveau des régions
impliquées dans les processus sensoriels et cognitifs comme les lobes antennaires,
les lobes optiques, les lobes dorsaux et le ganglion sous-oesophagien. Chez l’abeille,
de nombreuses études immunohistochimiques et électrophysiologiques ont montré
que les structures appartenant au circuit olfactif exprimaient des récepteurs nico-
tiniques. Ainsi les lobes antennaires et les corps pédonculés sont marqués par des
hybridations in situ de sous-unités nicotiniques (Thany et al 2003 et 2005). Les
sous-unités Amelα2, Amelα5, Amelα7 et Amelα8 sont exprimées au niveau des
lobes optiques, dorsaux et antennaires. L’expression de ces sous-unités au niveau
des cellules de Kenyon n’est pas homogène. Par exemple, les cellules compactes in-
ternes présentent la sous-unité Amelα8, les cellules non compactes externes les sous-
unités Amelα2, Amelα7 et Amelα8 et les cellules externes compactes les sous-unités
Amelα2, Amelα5 et Amelα7 (cf. Figure 15). Les travaux de Dupuis et collaborateurs
(2010), cités précédemment, ont retrouvé les sous-unités Amelα2, Amelα7, Amelα8
au niveau des lobes antennaires et des cellules de Kenyon et ont permis de localiser
au niveau de ces mêmes régions la sous-unité Amelβ1. Il faut également noter que
les RT-PCR effectuées sur des extraits de cerveau entier ont montré que toutes les
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sous-unités identifiées par le séquençage du génome de l’abeille sont présentes au
sein du système nerveux central.
Figure 15 – En haut : Représentation schématique d’un cerveau d’abeille montrant la
localisation, au sein de zones de soma, des ARNm correspondant à 4 sous-unités nicoti-
niques. En bas : Hybridation in situ des sous-unités nicotiniques Amelα2, Amelα5, Amelα7
et Amelα8 chez l’abeille. Les point colorés dans le coin gauche de chaque photo identifie
la sous-unité (adapté de Thany et al. 2003, 2005)
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I.3.9 Hypothèse de travail
Chez les vertébrés, les récepteurs nicotiniques sensibles à l’α-bgt sont princi-
palement homomériques formés des sous-unités α7 ou α9 alors que les récepteurs
sensibles à la mécamylamine sont de type hétéromérique α3β4. Comme nous l’avons
vu précédemment, les sous-unités α7 de vertébrés sont les plus anciennes d’un point
vu phylogénétique et sont très proches des sous-unités d’insectes et notamment des
sous-unités α7 d’insectes. La sous-unité α3 humaine est, quand à elle, très proche de
la sous-unité Amelα8 (ex-Apisα3). Il paraît donc probable que les deux antagonistes
utilisés agissent, comme chez le vertébré, sur des récepteurs nicotiniques ayant des
compositions en sous-unités différentes chez l’abeille. Nous faisons donc l’hypothèse
que les 2 types de récepteurs pour lesquelles nous connaissons les processus cognitifs
qu’ils sous-tendent pourraient être formés de sous-unités nicotiniques différents : les
récepteurs formés de sous-unités Amelα8 participeraient au processus de rappel et
les récepteurs formés de sous-unités Amelα7 participeraient à la formation de la long
terme (Figure 16).
I.4 ARN interférents
L’absence de lignées mutantes chez l’abeille, comme il en existe chez la droso-
phile, nous oblige à trouver des solutions alternatives pour étudier la fonction d’une
protéine. Nous avons vu aussi que l’utilisation d’antagonistes nicotiniques ne per-
met pas d’identifier la nature moléculaire des récepteurs nicotiniques chez l’insecte.
La technique de l’interférence d’ARN qui a pu être mise en œuvre chez l’abeille,
nous a permis de déterminer le rôle de différentes sous-unités nicotiniques dans l’ap-
prentissage et la mémoire olfactive et de faire des hypothèses sur la composition
moléculaire des récepteurs qu’elles intègrent. Le chapitre qui suit relate le principe
de l’interférence d’ARN et l’utilisation qui en a été faite chez l’abeille.
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Mémoire à long terme
Amelα8 ?
Rappel Formation de la MLT
Amelα7 ?
Récepteurs insensibles à l’α-bgt
(sensibles à la mécamylamine) Récepteurs sensibles à l’α-bgt
Figure 16 – L’hypothèse de travail établie postule que les récepteurs sensibles à l’α-bgt
sont activés lors d’un apprentissage en plusieurs essais et sont impliqués dans la formation
de la MLT. Les récepteurs insensibles à l’α-bgt sont impliqués dans les processus de rappel
(Gauthier et al 2006 ; Dupuis et al 2012). D’après les données disponible chez le vertébré,
nous faisons l’hypothèse que les récepteurs nicotiniques impliqués dans le rappel pourraient
être formés de sous-unités Amelα8 et que ceux nécessaires à la formation de la LTM
pourraient être formés de sous-unités Amelα7.
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I.4.1 La découverte
Les mécanismes d’interférence d’ARN ont été une découverte fortuite lorsque
Jorgensen et son équipe voulurent amplifier la synthèse d’un pigment d’une plante.
Dans ce but, ils ont réalisé une plante transgénique sur-exprimant une enzyme per-
mettant la synthèse du pigment en question. Contre toute attente, les plantes ne
présentaient pas une couleur plus prononcée mais une absence totale ou partielle de
coloration. L’enzyme qui devait être surexprimée était réprimée totalement ou en
partie (Napoli et al 1990).
Quelques années plus tard, Wassenegger et collaborateurs (1994) montrèrent
que l’introduction d’ARN double-brins au sein de cellules chez Arabidopsis thaliana
conduisait à la méthylation de l’ADN correspondant, ce qui permet une régulation
de l’expression du gène ciblé.
Au courant de l’année 1998, l’efficacité de l’interférence d’ARN a été montrée chez
le nématode Caenorhabditis elegans une expérience destinée à réduire spécifiquement
l’expression d’une protéine (Fire et al 1998). Etant donné l’importance capitale de
cette découverte, les auteurs de l’expérience A. Fire et C. Mello ont reçu le Prix
Nobel de Médecine en 2006.
La voie de l’interférence par ARN est largement répandue chez les plantes et
les animaux. Elle permet de réguler, de manière post-transcriptionnelle, l’expression
d’un gène. Il a été montré que chez les plantes, ce mécanisme pouvait être efficace
pour lutter contre les infections virales. Chez les animaux, il est probable que cette
voie agisse également pour lutter contre la mobilité des transposons et l’accumulation
de séquences répétitives d’ADN (Almeida & Allshire 2005).
I.4.2 La voie moléculaire de l’interférence
Depuis la découverte de l’interférence d’ARN, les mécanismes moléculaires mis
en jeu ont largement été étudiés et sont assez bien décrits (pour revue voir Hannon,
Carthiew & Sontheimer 2009). Lorsqu’un ARN double brin (en anglais « double
strand RNA » ; dsRNA ) est dans le cytoplasme, il est découpé en fragments de
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21 à 23 paires de bases appelés siRNA (en anglais « small interfering RNA ») par
une enzyme nommée Dicer. Ensuite, une association se forme entre les siRNA et
le complexe protéique RISC (en anglais « RNA Induced Silencing Complex »). Ce
complexe est activé par l’ATP qui permet la dissociation des 2 brins complémentaires
du siRNA. Le brin anti-sens servira de guide pour atteindre l’ARNm cible portant
la séquence nucléotidique complémentaire. Le complexe siRNA/RISC se fixe sur
l’ARNm et ceci induit soit une destruction de l’ARN soit un arrêt de la traduction
de celui ci en protéine (cf. figure 17).
Certains éléments essentiels de la voie de l’interférence sont retrouvés au sein
du génome de l’abeille, comme par exemple les gènes codant pour l’enzyme Dicer-1
ou les enzymes Argonautes 1 et 2 du complexe protéique RISC (Consortium 2006).
En 2006, Aronstein et collaborateurs ont pu montrer que le canal transmembranaire
SID-1 nécessaire à l’entrée des dsRNA dans le cytoplasme est présent chez l’abeille et
que le gène correspondant est surexprimé après une injection de dsRNA (Aronstein
et al 2006).
I.4.3 De l’utilisation des ARN interférents chez l’abeille
Par le fait même du mode de reproduction de l’abeille domestique, il est impos-
sible d’obtenir des lignées mutantes à l’égale de celles des drosophiles dont on connaît
la prodigieuse utilité pour étudier in vivo la fonction d’une protéine, d’une cellule,
d’un réseau neuronal ou d’un structure cérébrale. Afin de pallier cette absence de
mutant, l’interférence d’ARN est un outil de grande puissance. La première étude
ayant mis en l’œuvre l’utilisation de cet outil biomoléculaire chez l’abeille fut celle
conduite par Fiala et collaborateurs (1999) sur la Protéine Kinase A. Cette équipe
a réalisé des injection d’ODN (OligoDesoxyriboNucleotides) antisens, qui sont des
séquences d’ADN, chez l’adulte pour réduire l’expression de la protéine kinase A
dans le but d’en étudier la fonction in vivo au cours d’un conditionnement olfactif
appétitif du PER.
Plus tard, Beye et collaborateurs (2002) ont utilisé avec succès des ARN double-
brins (dsRNA) sur des oeufs. Ils ont pu, par cette technique, réduire l’expression
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Figure 17 – Schéma simplifié du mécanisme de l’interférence d’ARN. Abb : RISC : RNA
Interference Silencing Complex ; dsRNA : double strand RNA ; siRNA : small interferent
RNA ; R : Ribosome ; voir le texte pour plus de détails
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Gène ciblé  Méthodes  Administration Stade Références 
amEgrf dsRNA Orale 
Larve Kamakura 2011 amInR dsRNA Orale 
amS6K dsRNA Orale 
irS1 dsRNA Injection Adulte Chan et al 2011 
gemini siRNA Injection Adulte Jarosh et al 2011 
NR1(Récepteur NMDA) dsRNA/siRNA Injection Adulte Mussig et al 2010 
Krüppel 
dsRNA Injection Œuf Wilson et al 2010 caudal 
giant 
Vittelogenine dsRNA Orale Larve Nunes & Simoes 2009 
notch dsRNA Injection Œuf Wilson et al 2010 
Am-till 
dsRNA Injection Œuf Wilson et al 2009 
Am-otd-1 
ultraspiracle dsRNA Injection Larve Barchuk et al 2008 
complementary sex determiner  
dsRNA Injection Œuf Hasselmann et al 2008 
feminizer 
Relish dsRNA Injection Adulte Schluns et al 2007 
chemosensory proteine dsRNA Injection Œuf Maleszka et al 2007 
Am18w dsRNA Orale/Bain Larve Aronstein et al 2005 
Vittelogenine dsRNA Injection Œuf/Adulte Amdam et al 2003 
Récepteur Octopamine dsRNA Injection Adulte Farooqui et al 2003 
Engrailed dsRNA Injection Œuf Beye et al 2002 
PKA ODN Injection Adulte Fiala et al 1999 
Tableau 3 – Tableau récapitulatif des différentes études utilisant l’interférence d’ARN
chez l’abeille domestiques
de la protéine engrailed et montrer son implication dans les processus de dévelop-
pement. L’année suivante, le travail de Gro Amdam montra l’efficacité de dsRNA
ciblant la vitellogénine au stade embryonnaire mais également au stade adulte. La
première étude montrant l’utilisation de siRNA a été effectué en 2010, les auteurs
ont pu induire une réduction de l’expression des récepteurs NMDA montrant leur
rôle dans la mémoire (Mussig et al 2010). Plus récemment, El Hassani et al (2012)
ont également montré l’efficacité de cet outil en ciblant les récepteurs glutamate
couplé à un canal chlore (GluCl) dans le cadre d’une étude fonctionnelle.
Depuis leur découverte, de nombreux travaux ont pris avantage de l’interférence
par ARN dans différents domaines principalemment la neurobiologie et le dévelop-
pement (cf. Tableau 3).
I.5 Les objectifs de la thèse
Au cours de ce travail de thèse, le rôle des récepteurs comportant les sous-unités
Amelα7 ou Amelα8 a été étudié. Le choix de ces sous-unités a été déterminé en fonc-
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tion des connaissances que nous avions obtenues grâce aux études neuropharmacolo-
giques, d’hybridation in situ et de PCR sur cellule unique. Ces deux sous-unités sont
présentes au niveau des principales structures liées au processus d’apprentissage et
de mémoire olfactive. Les expériences de PCR sur cellule unique montrent un profile
d’expression différent de chacune de ces sous-unités : Amelα8 est exprimée par les
cellules en culture de lobes antennaires et les cellules de Kenyon alors que la sous-
unité Amelα7 est présente uniquement au niveau du lobe antennaire (Dupuis et al
2011). Enfin, l’utilisation d’antagonistes nicotiniques ayant des cibles différentes chez
le vertébré montre une implication différente de 2 types de récepteurs nicotiniques
dans les processus d’apprentissage et de mémoire (Gauthier et al 2006). Sur la base
des expériences de pharmacologie et l’utilisation de l’interférence par ARN, ce tra-
vail de thèse a pour objectif de comprendre le rôle de différents types de récepteurs
nicotiniques dans les processus d’apprentissage, de formation et de restitution de la
mémoire. Dans ce but, les sous-unités nicotiniques Amelα7 et Amelα8 ont été sous
exprimées au cours de différentes phases de mémoire (Acquisition / Consolidation
ou Restitution) dans le cadre d’un conditionnement olfactif du REP.
Deux hypothèses de travail ont été formulées afin d’orienter notre démarche
expérimentale :
– Les récepteurs formés de sous-unités Amelα8 (proche de α3 humaine) et po-
tentiellement ciblés par la mécamylamine pourraient être impliqués dans les
processus de restitution de l’information acquise après un conditionnement
associatif.
– Les récepteurs formés de sous-unité Amelα7 et potentiellement ciblés par l’α-
bgt pourraient être impliqués dans les processus de formation de la mémoire
à long terme.
Chapitre II
Matériel et méthodes
II.1 Animaux
Tout au long de l’année les abeilles ont été prélevées au sein de ruches placées à
l’intérieur d’un local chauffé l’hiver afin de maintenir l’activité de ponte de la reine.
Les ruches étaient ouvertes sur l’extérieur de telle sorte que les abeilles pouvaient
sortir lorsque la température externe était clémente. L’âge des animaux n’était pas
contrôlé mais les individus étaient prélevés soit à l’entrée de la ruche (d’Avril à Oc-
tobre) laissant supposer une plus grande proportion de butineuses, soit au niveau
d’une ouverture effectuée sur le haut de la ruche (d’Octobre à Mars), ce qui per-
mettait de récolter des ouvrières. Au laboratoire les abeilles étaient fixées dans des
petits tubes de plexiglas à l’aide d’un mélange de cire et de colophane apposé à
l’arrière de la tête et sur la partie haute du thorax. Pour facilité la fixation et éviter
les risque de piqûres, les abeilles étaient préalablement anesthésiées au froid (0 ˚C).
Les animaux étaient nourris une première fois à leur réveil de l’anesthésie puis matin
et soir à raison de 4 µL d’une solution de sucrose à 40 %. Afin d’améliorer la survie
des animaux après les injections localisées dans des structures cérébrales, 2 µL de
sucrose à 40 % étaient également donnés quelques minutes après l’opération.
II.2 ARN interférents
II.2.1 Séquence
Des ARN interférents ont été utilisés contre les sous-unités Amelα8 et Amelα7
(Séquences présentés en Annexe 1). Pour les groupes contrôles, des ARN contre la
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Tableau 4 – Séquences des siRNA utilisés.
protéine GFP qui n’est pas présente chez l’abeille ont été utilisés. Les ARN interfé-
rents utilisés étaient des siRNA, («Small Interfering RiboNucleotid Acid»), consti-
tuées de 21 paires de base. Leur séquence a été choisie de manière à ce qu’elle soit
spécifique du gène cible. Les séquences ont été déterminées en collaboration avec
l’entreprise (Sigma-Proligo) qui les a produites et sont répertoriées dans le tableau
4.
II.2.2 Dose
Chaque abeille a reçu 1 ng de siRNA . La dose utilisée a été choisie sur la base des
travaux de Farooqui (2003) portant sur le récepteur octopaminergique chez l’abeille
domestique. Les concentrations des solutions de siRNA ont été ajustées en fonction
du volume d’injection utilisé : pour les expériences avec des injections systémiques
la concentration était de 3 ng.µL−1 (0,3 µL injecté) et pour les expériences avec
injections localisées, la concentration était de 0,125 ng.µL−1 (2 injections de 4 nL).
La composition du tampon dans lequel étaient dilués les siRNA était la suivante :
0,02 % KCl ; 0,02 % CaCl2, 0,9 % NaCl ; 0,04 % sucrose, pH 6,9.
II.2.3 Matériel d’injection et opération
Pour les injections systémiques, 0,3 µL de solution de siRNA a été délivré au
niveau de l’ocelle médian à l’aide d’une seringue Hamilton de 1 µL. La cuticule de
l’ocelle avait préalablement été perforée à l’aide d’une aiguille. La seringue était fixée
sur un micromanipulateur permettant ainsi un contrôle précis des déplacements.
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Les injections localisées ont été réalisées à l’aide d’un poste de micro-injection
(Micropump, World Precision Instrument) équipé d’une microélectrode (Harvard
Apparatus) qui pouvait être déplacée à l’aide d’un micromanipulateur (WPI). Le
réglage du microinjecteur était ajusté en mesurant le volume éjecté à l’aide d’une
cellule de Malassez, jusqu’à obtenir une goutte de 4 nL. Afin d’atteindre les struc-
tures ciblées, les abeilles étaient toutes opérées au minimum 3 h avant l’injection.
L’opération consistait à ouvrir la cuticule de la tête à l’aide d’une lame de scalpel,
formant une fenêtre allant de la base des antennes aux ocelles et limitée latéralement
par les deux yeux (cf. Figure 18A. La cuticule n’était pas découpée au niveau pos-
térieur (ocelle médian) mais simplement repliée vers l’arrière et bloquée par un peu
de cire. Cette dernière manipulation permettait d’ouvrir et de refermer la cuticule
avec aisance. Avant de pratiquer les injections, les sacs trachéens et les glandes hy-
popharyngiennes étaient délicatement déplacés, de manière à accéder aux structures
ciblées.
Les injections bilatérales ont été effectuées au niveau d’une des 3 structures (cf.
Figure 18B) : les lobes antennaires (LA), les lobes verticaux (LV) et les calices des
corps pédonculés (CA).
II.2.4 Vérification de la diffusion
Des siRNA couplés au fluorochrome FITC (isothiocyanate de fluorescéine ) ont
été utilisés afin de localiser les éléments cellulaires marqués après injection systé-
miques et localisées. Ces siRNA ont été produits par la société Sigma-Proligo. Les
animaux étaient sacrifiés 6h après l’injection et les cerveaux disséqués sous lumière
rouge. Les cerveaux étaient placés dans un bain de paraformaldéhyde durant une
nuit à 4 ˚C afin de fixer les tissus. Les cerveaux étaient ensuite déshydratés par une
succession de bains d’alcool de concentrations croissantes (de 50 à 100 % pendant 5
à 10 min). Les cerveaux subissaient ensuite une étape de clarification dans un bain
de salicylate de méthyle pendant 10 min. Les cerveaux étaient ensuite montés entre
lame et lamelle. Les observations étaient effectuée au microscope confocal (LEICA
SP2) et des coupes optiques de 2 µm ont été réalisées dans le plan antéro-postérieur.
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A B
Sites d’injection
Figure 18 – A) Schéma montrant la fenêtre pratiquée dans la cuticule pour effectuer les
injections localisées. B) Sites des injections localisées (CA : calices, LV : Lobes verticaux
et AL : Lobes antennaires
II.3 Biologie moléculaire
II.3.1 PCR quantitative
II.3.1.1 Extraction des ARNm
Après injection de siRNA GFP, siRNA α7 ou siRNA α8, les abeilles ont été
sacrifiées à différents délais et les têtes isolées étaient immédiatement plongées dans
l’azote liquide. Chaque extraction d’ARN a été effectuée sur 6 têtes d’abeilles. Les
ARN totaux ont ensuite été extraits à l’aide d’un Mini Kit RNeasy (Qiagen) suivant
les instructions du fabricant (un protocole détaillé est disponible en Annexe 2). La
qualité des ARN a été vérifiée par migration sur gel d’agarose 1 % de 2 µL d’extrait.
Un exemple de gel est présenté sur la figure 19A.
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500pb
300pb
100pb
A B
C
Mq ARN1 ARN2 ARN3 ARN4 Mq Mq ADNc1ADNc2ADNc3ADNc4 Mq
Mq GA1 GA2 GA3 GA4 GA5 Al1 Al2 Al3 Al4 Al5Mq
Figure 19 – Gels de migration de différents échantillons d’extrait d’ARN (A), d’ADNc (B)
et de produits de la réaction de PCR quantitative (C) avec les amorces pour l’amplification
d’AmGAPDH (GA1 à GA4) et d’Amelα8 (Al1 à Al5). Le marqueur de taille utilisé (Mq)
est le GeneRulerTM 1 kb DNA Ladder (gels A et B) ou le GeneRulerTM 100bp DNA
Ladder (gel A et B).
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II.3.1.2 Transcriptase inverse
Sur chaque extrait d’ARN une réaction de transcriptase inverse a été réalisée
à partir de 2 µL d’ARN à l’aide du kit RevertAid First Strand Synthesis (Fer-
mentas) ou du kit Cloned AMV-First-Strand cDNA Synthesis (Invitrogen) pour les
expériences concernant Amelα8 et Amelα7, respectivement, selon le protocole dé-
taillé en Annexe 3. La qualité des ADNc produits a été vérifiée sur gel d’agarose 1
%.(Exemples sur la figure 19B).
II.3.1.3 Réaction de PCR
II.3.1.3.1 Expériences avec les siRNA dirigés contre Amelα8
Chaque réaction de PCR quantitative (qPCR) a été effectuée à partir de 50 ng
µg d’ADNc avec le kit Power Syber Green (Applied Biosystem) en utilisant chaque
amorce à la concentration de 300 nM dans un volume final de 12,5 µL. Les séquences
des amorces utilisées pour les amplifications d’Amelα8 et d’AmGAPDH (GAPDH :
Glycéraldéhyde-3-phosphate déshydrogénase) sont résumées dans le tableau 5. Le
programme de PCR était le suivant : 10 min à 95 ˚C suivies de 40 cycles comprenant
1 min à 95 ˚C et 30 s à 62 ˚C puis par 10 min à 72 ˚C. Chaque réaction de PCR a
été effectuée en triplicat sur une même plaque. Ces amplification on été réalisées à
la Plateforme Génomique de Toulouse sur un Thermocycleur AB7800 HT (Applied
Biosystem).
II.3.1.3.2 Expériences avec les siRNA dirigés contre Amelα7
Ces experiences ont été realisées en collaboration avec Arnaud AHIER (Institut
Pasteur, Lille). Les mélanges réactionnels contennaient 12,5 µL de SYBR Green
PCR Master Mix (Applied Biosystem), 300 nM de chaque amorce, ADNc (produit
à partir de 50 ng d’ARN) et qsp 25 µL d’H2O. Chaque réaction a été effectuée en
triplicat. L’appareil (Thermocycler ABI Prism 7000) a été programmé pour effectuer
un protocole de PCR comprenant 10 min à 95 ˚C suivies de 40 cycles comprenant
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Tableau 5 – Séquences des amorces utilisées pour les amplifications en PCR des gènes
d’intérêt et de reference
1 min à 95 ˚C et 30 s à 60 ˚C puis par 10 min à 72 ˚C. Les amorces nécessaires à
l’amplification d’Amelα7 et d’AmAct sont résumées dans le tableau 5.
II.3.1.4 Vérification des produits PCR
Pour vérifier les produits PCR, certains d’entre eux ont été séquencés et/ou ont
subis une migration sur gel d’agarose 1% (Exemples sur la figure 19C). Les courbes
de dissociations ont également été réalisées afin de vérifier que l’existence d’un seul
produit PCR. Le calcul de l’efficacité des amorces a également été effectué.Les don-
nées ont été récupérées avec le logiciel SDS (Applied Biosystem) et l’analyse a été
réalisée à l’aide du logiciel REST.
Les principales étapes des expériences de PCR en réel sont résumées sur la fi-
gure 20.
II.3.2 PCR semi-quantitative :
Les ARNm ont été extraits et les ADNc synthétisés de la même façon que lors
des expériences de PCR en temps réel. Les échantillons ont subi une amplification
par PCR avec les amorces pour Amelα7 et AmGADPH dont les séquences sont
présentées dans le tableau 5 en suivant le programme suivant : 10 min à 94 ˚C, 25
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(Azote liquide)
GFP
α7 
/ α8
quantitative
Figure 20 – Résumé des principales étapes effectuées pour les expériences de PCR quan-
titative.(Voir le texte pour les details).
II.3. Biologie moléculaire 43
cycles comprenant 1 min à 60 ˚C et 30 s à 72 ˚C suivie par 10 min à 72 ˚C. Les
réactions ont été effectuées en duplicat avec 0,5 µg d’ADNc dans un thermocycleur
C1000 (Bio-Rad). Les produits PCR ont ensuite été déposés sur gel d’agarose 1
% avec du BET pour révéler les bandes. Une photographie de l’image était prise
grâce au Molecular Imager Gel Doc XR System (Bio-Rad) afin d’effectuer l’analyse
d’image. Le ratio a été calculé entre la densité de pixels de la bande Amelα7 et
celle de la bande AmGAPDH. Les densités de pixel ont été déterminées à l’aide du
logiciel Photoshop CS5 pour Mac (Adobe).
II.3.3 Western blot
II.3.3.1 Extraction des protéines
Les protéines ont été extraites après dissection du cerveau. Pour chaque échan-
tillon, un pool de trois cerveaux a été utilisé. Les cerveaux ont été broyés dans 60
µL de PBS (Euromedex). Un cocktail d’inhibiteurs (Fermentas) de protéases a été
ajouté. Chaque échantillon était mélangé avec du tampon de Laemmli (Biorad) en
proportion 1 : 1 et ensuite placé à 95 ˚C pendant 10 min. Ensuite, les extraits ont
été centrifugés pendant 10 min à 13000 rpm à 4 ˚C.
II.3.3.2 SDS-Page
La séparation des protéines a été réalisée sur un gel de polyacrylamide à 12 %
(12 % Mini-Protean TGXTM Precast Gel, Biorad) à partir de 15 µL d’extrait. La
migration a été effectuée à 130 V pendant 1 h 25 avec le système Mini-Protean 3
Cell (Biorad) dans du tampon de migration (25 mM Tris, 192 mM Glycine, 0,1 %
SDS ; pH 8,3). Un marqueur de masse (Precision Plus Protein Dual Color Standard,
Biorad) a été également utilisé pour suivre le déroulement de la migration, connaître
le poids des protéines d’intérêt et vérifier l’efficacité du transfert.
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II.3.3.3 Transfert
Le transfert des protéines a été réalisé sur une membrane en nitrocellulose (Amer-
sham) avec le dispositif Mini-Protean 3 Cell (Biorad). Le transfert durait 1 h à 100V
dans du tampon de transfert (192 mM Glycine, 25 mM Tris-Base, Sigma-Aldrich).
II.3.3.4 Marquage immunohistochimique
Après le transfert, la membrane a été placée, à 4 ˚C pendant une nuit, dans une
solution de saturation à base de PBS-Tween contenant de 5 % d’albumine de sérum
bovin (Sigma) dans un tube Falcon de 50 mL. Le lendemain, les membranes ont été
incubées avec l’anticorps primaire (anti-Amelα8, anti-Amelα7, anti-α-actine ou anti-
α-tubuline) pendant 2 h à température ambiante dans une solution de PBS-Tween
+ 0,1 % de BSA sous agitation.
Les membranes ont ensuite été soumises à une série de 4 rinçages d’une durée
de 10 min chacun, sous agitation, dans une solution de PBS-Tween 0,1%.
L’incubation avec l’anticorps secondaire couplé à une péroxidase (anti-lapin, ou
anti-souris) a été effectuée pendant 1 h 15 à température ambiante sous agitation
dans du PBS-T. Une seconde fois, les membranes ont été soumises à une série de 4
rinçages d’une durée de 10 min chacun, sous agitation, dans une solution de PBS-T.
II.3.3.5 Révélation
Afin de révéler les protéines ciblées par les anticorps, une réaction de chimiolu-
minescence a été effectuée en utilisant le kit ECL (Super signal West-Pico Chemi-
luminescent Substrate, Pierce). Les membranes ont été exposées sur un film photo-
graphique pendant des temps variables allant de 10 s à 5 min.
Un protocole détaillé de la procédure est présenté en Annexe 4.
II.3.3.6 Analyse des résultats
Le logiciel ImageJ (Abramoff 2004) a permis d’obtenir les densités de pixel des
bandes présentes sur le film dans le but de déterminer le ratio d’expression des
protéines d’intérêt par rapport à une protéine de référence (α-actine ou α-tubuline).
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Protéine Position Séquence du peptide Localisation sur la protéine 
Amelα7 467 PHPPETPGPQVETC Boucle intracellulaire entre TM3-TM4 
Amelα8 21 SVAGLKIFEA N-Terminal 
Tableau 6 – Séquences des peptides utilisés pour la fabrication des anticorps dirigés contre
les sous-unités Amelα7 et Amelα8.
II.3.3.7 Anticorps polyclonaux produits à façon
Les anticorps ciblant les sous-unités nicotiniques Amelα7 et Amelα8 ont été
produit par Invitrogen. Pour chaque anticorps, deux lapins ont été immunisés avec
un peptide spécifique dont la séquence est indiquée dans le tableau 6. Avant cette
immunisation, du sérum de chaque lapin a été prélevé. Huit semaines après l’injection
du peptide, un dernier prélèvement de sérum a été réalisé.
Pour les expériences de Western blot concernant la sous-unité Amelα8, le sé-
rum immunisé non purifié a été utilisé. Le sérum des lapins immunisés avec le
peptide Amelα7 a été purifié sur colonne afin récupérer uniquement les anticorps
anti-Amelα7. C’est le produit de cette purification qui a été utilisé pour mettre en
évidence la sous-unité Amelα7 pour les expériences de Western blot.
II.4 Expériences comportementales
II.4.1 Apprentissage non-associatif : Habituation
Pour tester l’effet des siRNA sur un apprentissage non-associatif, une expérience
d’habituation a été conduite en se basant sur le protocole de Braun & Bicker (1992).
La veille de l’expérience, les abeilles étaient nourries ad libitum avec une solution
sucrée à 40 % afin de contrôler le niveau de satiété et donc la motivation à étendre le
proboscis au moment de l’expérience. La séance d’habituation consistait à stimuler
les deux antennes avec une solution de sucrose à 10 % toutes les 10 s. Le critère
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 Avant
Conditionnement
Après
Figure 21 – Schéma représentant le principe d’un conditionnement de type palvovien
illustré par le conditionnement olfactif du reflex d’extension du proboscis
d’apprentissage a été défini comme une absence d’extension du proboscis à 5 sti-
mulations consécutives. Le nombre de stimulations nécessaires pour atteindre de ce
critère était compté. Les animaux qui ne répondaient pas à la première stimulation
ou qui continuaient à répondre après 15 minutes (120 stimulations) ont été retirés
pour l’analyse des résultats.
II.4.2 Apprentissage associatif : le conditionnement du REP
Le conditionnement olfactif du réflexe d’extension du proboscis (REP) consiste
à induire une association entre un stimulus conditionnel (SC) et un stimulus in-
conditionnel (SI), de telle sorte qu’à l’issue de l’apprentissage, le SC présenté seul
est capable d’induire la réponse conditionnée. Le réflexe que l’on conditionne à la
présentation d’une odeur (SC) est l’extension des pièces buccales ou proboscis, pro-
voqué initialement par la stimulation des antennes avec de l‘eau sucrée (SI). (cf.
figure 21).
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II.4.2.1 Conditionnement absolu
Dans le conditionnement absolu, l’odeur utilisée comme SC est toujours asso-
ciée au renforcement sucré. Trois essais de conditionnement ont été réalisés avec un
intervalle entre essais de 10 min. Un test de rappel a été effectué 72 h après l’ap-
prentissage. Il a été montré qu’à ce délai la mémoire formée, après ce protocole de
conditionnement, est une mémoire à long terme tardive dépendante de la synthèse
protéique (Perisse et al 2009). Au cours de ce test, le SC était présenté à l’abeille,
de même qu’une nouvelle odeur, afin de mettre en évidence un éventuel effet de
généralisation de la RC à une odeur non utilisée pendant l’apprentissage. Afin de
vérifier que le conditionnement n’est pas lié à la nature de l’odeur, deux odeurs
ont été utilisées comme SC ou comme odeur nouvelle, dans des groupes d’abeilles
différents. Quatre microlitres de 2-hexanol ou de 1-nonanol ont été déposés sur un
papier filtre de 1 cm2 introduit dans une seringue de 5 mL.
Un essai de conditionnement se déroulait de la façon suivante : l’odeur était
délivrée en direction des antennes de l’abeille pendant 6 secondes. Trois secondes
après le début de la stimulation olfactive, les antennes de l’abeille étaient stimulées
pendant 3 secondes par une goutte de solution sucrée (40 %) délivrée au moyen d’une
seringue de 5 mL équipée d’une aiguille. La stimulation sucrée entraînait l’extension
des pièces buccales et l’abeille pouvait alors prélever pendant 3 secondes quelques
microlitres d’eau sucrée (cf. Figure 22b).
Les tests de rappel consistaient à présenter le SC et la nouvelle odeur à intervalle
de 10 minutes, dans un ordre aléatoire à l’intérieur du groupe. A la fin de chaque
test de rappel, la réponse inconditionnelle était testée en présentant une solution
sucrée à 50 % au niveau des antennes. L’absence de réflexe indiquant un mauvais
état physiologique, les abeilles concernées étaient éliminées de l’expérience.
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Figure 22 – Schéma représentant les deux protocoles de conditionnement utilisés : a)
Conditionnement absolu et b) Conditionnement discriminatif. SC : Stimulus Conditionnel ;
SI : Stimulus Inconditionnel.
II.4.2.2 Conditionnement discriminatif
Le conditionnement discriminatif consiste à présenter à l’abeille une odeur A
associée au sucre (SC+) et une odeur B non associée au sucre (SC-). Il permet de
tester les capacités de discrimination olfactive de l’abeille et de vérifier que l’asso-
ciation entre l’odeur et le sucre est spécifique du stimulus utilisé comme SC+. Le
protocole de conditionnement comportait 3 essais renforcés (SC+) et 3 essais non
renforcés (SC-). Les essais de conditionnement se déroulaient de façon identique à
celle décrite pour le conditionnement absolu, sauf que le SC- n’était pas suivi du
renforcement sucré. Les essais étaient effectués en ordre pseudo-aléatoire selon la sé-
quence suivante ABBAAB et avec un intervalle entre essais de 1 min. Deux odeurs
différentes ont été utilisées pour le conditionnement : le 2-hexanol et le 1-nonanol.
Chaque odeur a été utilisée comme SC+ ou SC- en fonction des animaux. Les abeilles
qui ne présentaient pas de REP induite par le SI étaient éliminées de l’analyse des
résultats.
Des tests de rappel ont été réalisés 24 h et 48 h après la phase d’apprentissage.
Pour certaines expériences, un test à 1 h a également été effectué. Pour chaque test
de rappel, les 2 odeurs utilisées comme SC+ et SC- ont été présentées ainsi qu’une
nouvelle odeur, le 2-heptanone, afin de tester la généralisation de la réponse à une
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odeur non présentée pendant l’apprentissage. Les trois odeurs étaient présentées à
1 min. d’intervalle, dans un ordre aléatoire en fonction des animaux. A la fin de
chaque test de rappel, la réponse inconditionnelle était testée en présentant une
solution sucrée à 50 % au niveau des antennes. Les abeilles qui ne présentaient pas
de REP au cours de chaque test étaient éliminées.
II.5 Analyses statistiques
Toutes les analyses statistiques ont été effectuées avec le logiciel R 2.10.9 (R
Development Core Team 2009). Le seuil de significativité est de 0,05 sauf dans
les cas de comparaisons multiples pour lesquelles la correction de Bonferroni a été
apportée (e.g. pour 3 comparaisons, le seuil corrigé est de 0,017).
Les performances d’apprentissage et de rappel étaient représentées par le taux
d’animaux présentant une extension du proboscis à la suite d’une stimulation olfac-
tive
Les comparaisons intra-groupes (i.e. Odeur A versus Odeur B) ont été analysées
avec le test de χ2 de McNemar pour données appariées. Les comparaisons inter-
groupes (i.e. Traitement 1 versus Traitement 2) ont été analysées avec le test exact
de Fisher qui permet de prendre en compte des évènements comportant un nombre
réduit d’occurrences (n < 5).
Des comparaisons intra- et intergroupes des performances d’apprentissages ont
été réalisées avec des ANOVA à mesures répétées comme défini par Lunney et al
(1970). Pour les comparaisons des ratios d’expression des protéines ou d’ARNm
entre les groupes "contrôle" et "siRNA" calculés lors des expériences de Western
blot, ou de PCR semi-quantitative, un test de Wilcoxon pour données non appariées
a été employé.
Les résultats de PCR en temps réel ont été obtenus par l’application de la mé-
thode du 2−∆∆Ct et les ratios d’expression ont été comparés en utilisant le « Pair-
Wised Random Test » implémenté dans le Logiciel REST développé par Pfaffl et al
(2003).

Chapitre III
Rôle des récepteurs nicotiniques
comportant la sous-unité Amelα8
III.1 Effet de l’interférence sur l’expression d’Amelα8
III.1.1 Diffusion des siRNA après une injection systémique
Afin de vérifier que les siRNA diffusaient bien dans l’ensemble du cerveau de
l’abeille après une injection systémique , nous avons utilisé des siRNA couplés à
un fluorochrome. Ces injections ont été effectuées à travers l’ocelle médian préala-
blement retiré pour permettre le passage de l’aiguille de la seringue Hamilton. Les
cerveaux des animaux injectés ont ensuite été disséqués et observés en microscopie
confocale (voir Matériel et méthode). Les résultats sont présentés sur la figure 23.
Nous pouvons constater que les siRNA sont retrouvé dans les zones des corps cellu-
laire et non dans les neuropiles que ce soit au niveau des lobes optiques, des lobes
antennaires et de la bordure externe des calices des corps pédonculés.
III.1.2 PCR quantitative
III.1.2.1 Vérification de l’efficacité des amorces
L’efficacité des amorces utilisées pour la réalisation des réactions de PCR quan-
titative a été estimée par l’établissement d’une gamme étalon. Différentes réactions
de PCR ont été effectuées à partir de dilutions croissantes d’une solution ADNc. La
solution d’ADNc résultait du pool de plusieurs ADNc issus de différentes réactions
de transcriptase inverse effectuées sur des extraits d’ARN de cerveaux d’abeille. En
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Figure 23 – Microscopie confocale de coupes de cerveaux disséqués 6 h après une injection
systémique de siRNA fluorescents. Nous pouvons observer leur diffusion à la périphérie des
lobes antennaires (Gauche), au niveau de la bordure externe des calices (Centre) et des
lobes optiques (Droite). C’est-à-dire dans des zones où se situe les corps cellulaires et non
les zones neuropilaires, ce qui est notamment visible sur l’illustration de droite.
théorie, l’efficacité d’une réaction de PCR est égale à 2 (doublement de la quan-
tité d’ADN à chaque cycle). L’efficacité peut être calculée de la manière suivante :
E = 1 + 10(1/pente)−1. Les gammes étalon réalisées pour l’amplicfication des gènes
Amelα8 et AmGAPDH permettant d’obtenir la valeur de la pente sont représentées
sur la figure 24
Figure 24 – Gammes étalon et efficacités des réactions de PCR avec les couples d’amorces
utilisés pour Amelα8 (Gauche) et AmGAPDH (Droite)
III.1.2.2 Expression de la sous-unité Amelα8 (ARNm) après injection
de siRNA
Des injections de siRNA GFP ou de siRNA α8 ont été réalisées sur différents
groupes d’abeilles. Les animaux ont été sacrifiés à différents délais pour suivre l’évo-
III.1. Effet de l’interférence sur l’expression d’Amelα8 53
lution de l’expression des ARN Amelα8 après l’injection. L’analyse des résultats
montre une diminution significative 3 h après l’injection. Pour les autres délais, au-
cune différence significative n’a pu être observée bien qu’une diminution soit visible
à 6 h (cf. figure 25).
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Figure 25 – Représentation graphique
des résultats obtenus par PCR quantita-
tive sur l’expression relative de la sous-
unité Amelα8 à différent délai après l’in-
jection de siRNA. Les résultats on été
normalisés par rapport à l’expression de
GAPDH et standardisés par rapport au
groupe GFP.
III.1.3 Western blot
III.1.3.1 Vérification des anticorps
Dans un premier temps, la spécificité des anticorps anti-Amelα8 a été vérifiée.
Pour ce faire, un extrait protéique de cerveau d’abeille a subi une séparation sur gel
acrylamide puis les protéines ont été transférées sur une membrane de nitrocellulose.
La membrane a ensuite été découpée en 2 parties nommée A et B. La partie A a été
incubée avec le sérum pré-immun et la partie B a été incubée avec le sérum immun.
Les concentrations utilisées pour les deux sérum étaient de 1 : 5000. L’incubation
dans le sérum pré-immun (PI) a révélé la présence de 2 bandes de protéine ayant
des masses approximatives de 60 et 70 kDa. Sur la membrane incubée avec le sérum
Immun (I), seule la bande de 60 kDa apparaît. Sachant que le poids théorique de la
sous-unité Amelα8 est de 61,64 kDa selon les calculs effectués par le logiciel en ligne
« Protein Molecular Weight Calculator Software », il semble que le sérum immun
comporte l’anticorps spécifique ciblant cette sous-unité. Le film photographique est
présenté sur la figure 26A.
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Figure 26 – A. Analyse en western blot de la spécificité de l’anticorps anti-Amelα8.
PB : Sérum Pré-immun ; B : Sérum Immun. B.Expression de la sous-unité Amelα8 dans le
cerveau entier (wb), les lobes antennaires (AL), les calices (CA) et la région comportant
les lobes verticaux (LV+)
III.1.3.2 Expression de la sous-unité Amelα8 dans le cerveau
L’anticorps contre Amelα8 montrant une bonne spécificité, nous avons voulu
observer la présence de la sous-unité Amelα8 au niveau de différentes régions céré-
brales. Six cerveaux ont été disséqués. Chaque cerveau a été découpé en 3 parties :
1). les lobes antennaires, 2) les calices et 3) la région comportant les lobes verticaux
et le ganglion sous-oesophagien. Les lobes optiques ont été écartés. Les résultats sont
présentés sur la figure 26A. La sous-unité Amelα8 a été retrouvée dans les 3 parties
analysées. Un échantillon contrôle avec un extrait de cerveau entier a également été
utilisé.
III.1.3.3 Expression de la sous-unité Amelα8 dans le cerveau après in-
jection de siRNA
Afin de déterminer la dynamique temporelle de l’activité des siRNA, des lots
d’abeille ont été sacrifiés à différents temps après une injection de siRNA dirigés
contre Amelα8 ou une solution saline (Contrôle). Les extraits protéiques ont ensuite
été analysés par western blot. Les résultats sont présentés sur la figure 27A.
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Les siRNA induisent une réduction de l’expression d’Amelα8 entre 6 h et 12
h après l’injection. L’expression de la sous-unité Amelα8 du groupe α8 présente
un niveau similaire à celui du groupe contrôle (solution saline) lors des délais plus
longs.Ceci constitue une expérience préliminaire et une seconde expérience ayant
pour grope contrôle, des abeilles injectées avec les siRNA GFP a été effectué en ce
basant sur ces premiers résultats. Lors de cette deuxième expérience, 3 lots d’abeilles
ont reçu une injection de siRNA Amelα8 et 3 autres lots ont reçu une injection de
siRNA GFP. Les animaux ont été sacrifiés 6 h après l’injection. Les résultats sont
présentés sur la figure 27B. L’injection de siRNA Amelα8 réduit significativement
(25 %) l’expression de la protéine Amelα8 par rapport au groupe ayant reçu une
injection systémique de siRNA GFP (Wilcoxon test : W = 32, p = 0.029).
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Figure 27 – A. Expression de la sous-unité Amelα8 à différents délai après l’injection
de siRNA Amelα8 ou de solution saline. B.Expression de la sous-unité Amelα8 6 h après
l’injection de siRNA Amelα8 ou de siRNA GFP
56
Chapitre III. Rôle des récepteurs nicotiniques comportant la sous-unité
Amelα8
Expérience Injection avant l'acquisition Injection avant le test à 24 h 
Traitement GFP α8	
 GFP α8	

Prise en compte 47 47 49 51 
Nombre d'abeille sans PER 5 8 4 3 
Nombre de morte  11 13 6 5 
Nombre d'abeille injectée 63 68 59 59 
Taux de survie 0,83 0,81 0,9 0,92 
Test Chi2 mortalité Non Significatif Non Significatif 
Tableau 7 – Tableau récapitulatif du nombre d’animaux n’ayant pas survécu jusqu’au
test de rappel à 48 h et du nombre d’animaux n’ayant pas eu de REP après la présentation
d’une solution de sucrose à 50 % dans les expériences avec les injections systémique de
siRNA GFP ou α8 (Injection avant l’acquisition ou avant le test de rappel à 24 h)
III.2 Effet comportemental des injections de siRNA
Amelα8
Les expériences en PCR quantitative et en Western blot ayant montré une forte
diminution de l’expression de la sous-unité α8 6 h après l’injection des siRNA, ce
délai a donc été choisi pour la suite de ce travail.
III.2.1 Injections systémiques
III.2.1.1 Effet sur la mortalité et sur la réponse au sucre
Les pourcentages d’animaux morts avant le test de rappel à 48 h ont été comparés
entre les groupes GFP et α8. Aucune différence n’a été observée entre les deux
groupes après une injection systémique effectuée 6 h avant l’acquisition ou 6 h avant
le test à 24 h. De même, le nombre d’animaux exclus de l’analyse, du fait qu’ils
n’avaient pas répondu à au moins une stimulation sucrée au cours de l’expérience
(Acquisition ou contrôle de la réponse au sucre après chaque test de rappel), est
similaire entre les groupes GFP et α8. L’injection de siRNA Amelα8 n’induit donc
aucune différence par rapport au groupe GFP que se soit au niveau de la survie
des animaux ou de la réponse à une solution sucrée (50 %) testée au niveau des
antennes. L’ensemble des résultats est présenté dans le tableau 7.
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III.2.1.2 Injection systémique avant l’apprentissage
Dans un premier temps, le rôle de la délétion de la sous-unité α8 a été recher-
ché sur l’apprentissage en effectuant l’injection 6 h avant le conditionnement. Deux
lots d’abeilles ont reçu soit une injection de siRNA dirigés contre la GFP (groupe
contrôle) soit des siRNA dirigés contre la sous-unité Amelα8. Six heures après l’in-
jection, les 2 lots d’abeilles ont été soumis au conditionnement discriminatif olfactif
(cf. Matériel et Méthodes).
GFP
(n = 47)
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(n = 47)
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Figure 28 – Représentation graphique des performances d’apprentissage et de rappel
lorsque l’injection de siRNA était effectuée 6 h avant le conditionnement
La comparaison des performances obtenues au sein de chaque groupe au cours
de la phase d’acquisition ne montre aucune différence en fonction de l’odeur utilisée
comme SC+ (cf. tableau 8). Les résultats des animaux conditionnés avec chacune
des deux odeurs ont pu être analysés simultanément. Lors de la phase de condition-
nement (cf. figure 28), les deux groupes ont appris à répondre à l’odeur récompensée
(SC+) et à ne pas répondre à l’odeur non récompensée (SC-) (GFP : interaction
SC x Essai : F2,230 = 15,42, p = 5,22E-7 ; α8 : F2,230 = 9,13, p = 1,29E-4). Aucune
différence entre les courbes d’apprentissage des groupes α8 et GFP n’est observée
(Interaction Groupe x Essai x SC : F2,460 = 0,81, p = 0,44). Les abeilles ont des
taux de réponse de l’ordre de 45 % au 3ème essai pour l’odeur SC+ et proche de 0
% pour l’odeur SC-.
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Tableau 8 – Comparaison des performances d’acquisition en fonctions de l’odeur utilisée
comme SC+ pour les groupes GFP et α8
Au cours du premier test de rappel réalisé 1 h après le conditionnement, le groupe
GFP présente un taux de réponse similaire à celui obtenu pour le SC+ au cours du
3ème essai de conditionnement (Test de McNemar : χ2 = 0,31, p = 0,58) alors
que le groupe α8 présente un taux de réponse pour l’odeur SC+ significativement
différent de celui obtenu lors du 3ème essai de conditionnement (χ2 = 4,27, p =
0,04). Les deux groupes présentent des taux de réponse significativement supérieurs
pour l’odeur SC+ par rapport à l’odeur SC- (Test de McNemar ; GFP : χ2 = 10,56,
p = 1,15E-3 ; α8 : χ2 = 7,11, p = 7,66E-3 ) ou au 2-heptanone (2-hept) (Test de
McNemar : GFP : χ2 = 13,07, p = 3,01E-3 ; α8 : χ2 = 6,75, p = 9,37E-3). Une
faible proportion d’abeille répond aux odeurs SC- ou au 2-hept quel que soit le
groupe considéré, et ces proportions sont significativement similaires pour chacun
des groupes (GFP et α8 : χ2 = 0, p = 1).
Lors du test de rappel à 24 h, le groupe GFP répond significativement plus à
l’odeur SC+ qu’ à l’odeur SC- (Test de McNemar : χ2 = 5,88, p = 0,01) ou au 2-hept
(Test de McNemar : χ2 = 7,56, p = ). Le groupe α8 répond de manière similaire
aux 3 odeurs (SC+ / SC- : χ2 = 1,5, p = 0,22 ; SC+ / 2-hept : χ2 = 4,9, p = 0,03)
en raison d’une forte hausse des taux de réponse au SC- et au 2-hept. Il n’existait
aucune différence entre les taux de réponse à l’odeur SC- par rapport au 2-hept quel
que soit le groupe considéré (Test de McNemar : GFP : χ2 = 0, p = 1 ; α8 : χ2 =
1,12, p = 0,29). Cependant, le taux de réponse au SC+ du groupe α8 retrouve un
niveau similaires à celui obtenu lors du 3ème essai SC+ de la phase d’acquisition
(χ2 = 2,72, p = 0, 10).
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Lors du test de rappel à 48 h, seul le groupe GFP répond spécifiquement à
l’odeur SC+ par rapport au SC- (χ2 = 9,6, p = 0,0019) ou au 2-hept (χ2 = 10,08,
p = 1,5E-3). Par ailleurs, les taux de réponse pour les odeurs SC- et 2–hept sont
identiques (χ2 = 0, p = 1). Le profil de réponse du groupe α8 est différent du groupe
contrôle. Comme lors du test de rappel précédent, le taux de réponse au SC+ est
similaire à celui obtenu lors du 3ème essai SC+ de l’acquisition (χ2 = 0, p = 1) mais
les réponses pour le SC- sont encore similaires à celles pour le SC+ (χ2 = 4,08, p
= 0,04). En revanche, une plus forte proportion d’animaux du groupe α8 répond au
SC+ par rapport au 2-hept (χ2 = 8,64, p = 3,29E-3). Ainsi, bien que l’on observe
que le groupe recouvre un taux de réponse important pour le SC+ à partir du test
de rappel à 24 h, les taux de réponse au SC- et au 2-hept augmentent également
régulièrement au cours des différents tests de rappel effectués.
Pour résumer, lorsque l’injection est réalisée 6 h avant le conditionnement, le
groupe α8 ne présente pas de perturbation des performances d’apprentissage. Concer-
nant les performances en rétention, une baisse est observée au cours du test de rappel
à 1 h pour le groupe α8. Au cours des tests de rappel à 24 et 48 h, ce même groupe
présente une augmentation des taux réponse à l’odeur SC- et au 2-hept. De plus,
les taux de réponse pour le SC+ ne sont plus significativement différents des per-
formances atteintes lors du troisième essai de conditionnement. Par conséquent, la
perturbation, observée à 1 h, sur la restitution du SC+ et qui disparaît à partir de
24 h, laisse la place à un perturbation de la discrimination des odeurs.
III.2.1.3 Injection avant le rappel
III.2.1.3.1 Avant le rappel à 24 h
La délétion a par la suite été induite au cours du test de rappel à 24 h. Les
abeilles ont effectué un apprentissage discriminatif au terme duquel ce groupe a été
subdivisé en 2 lots, un de ces lots recevant une injection de siRNA anti-GFP et le
second une injection de siRNA dirigés contre la sous-unité Amelα8. Ces injections
ont été effectuées 6 h avant le test de rappel à 24 h. Les résultat sont présentés sur
la figure 29.
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La comparaison des performances obtenues au sein de chaque groupe au cours
de la phase d’acquisition ne montre aucune différence en fonction de l’odeur utilisée
comme SC+ (cf. tableau 8), ce qui permet de faire une seule analyse regroupant les
animaux conditionnés avec le 2-hexanol ou le 1-nonanol comme SC+. Ainsi, cette
analyse montre que les groupes GFP et α8 présentent des performances identiques
à la fin de l’acquisition (Interaction Groupe x Essai x SC : F2,495 = 0,39, p = 0,68),
chacun des groupes parvenant à apprendre à répondre à l’odeur SC+ et non à
l’odeur SC- (Interaction Essai x Odeur : GFP : F2,240 = 70,04, p < 2,2E-16 ; α8 :
F2,255 = 69,96, p < 2.2E-16). Lors du 3ème essai les taux de réponse au SC+ des
groupes GFP et α8 sont de 85,4 % et 86,7 % respectivement et les taux de réponse à
l’odeur SC- de 8,7 et 8,8 % respectivement. Les deux groupes ayant des performances
d’apprentissage comparables, il est donc possible de comparer leur performance au
cours des tests de rappel qui suivent.
Lors du test de rappel à 24 h, les deux groupes ont des taux de réponse au SC+
significativement supérieurs à ceux au SC- (GFP : χ2 = 24,04, p = 9,44E-7 ; α8 : χ2
= 13,47, p = 2,42E-4) et 2-hept (GFP : χ2 = 18,05, p = 2,15E-5 ; α8 : χ2 = 15,06,
p = 1,04E-4). Par ailleurs, les taux de réponse au 2-hept et au SC- sont similaires
quel que soit le groupe considéré (GFP : χ2 = 1,56, p = 0,21 ; α8 : χ2 = 0, p = 1).
Cependant, la différence entre les taux de réponse à l’odeur SC+ et à l’odeur SC-
(Delta) est significativement supérieure chez le groupe GFP par rapport au groupe
α8 (F1,97 = 4,2, p = 0,04), ce qui pourrait indiquer une perturbation des capacités
de discrimination (cf. figure 31).
Au cours du test de rappel à 48 h, les profils de réponses des groupes GFP et
α8 sont similaires. Les abeilles répondent significativement plus à l’odeur SC+ qu’
à l’odeur SC- (GFP : χ2 = 24,04, p = 9,44E-7 ; α8 : χ2 = 22,04, p = 2,67E-6) et au
2-hept (GFP : χ2 = 21,04, p = 4,49E-6 ; α8 : χ2 = 16,41, p = 5,10E-5). La différence
entre le taux de réponse à l’odeur SC+ et à l’odeur SC- n’est plus significative entre
le groupe GFP et le groupe α8 (Effet groupe : F1,97 = 0,47, p = 0,50), ceci pouvant
montrer que les abeilles du groupe α8 ont recouvré leur capacité de discrimination .
De la même manière que lors du test de rappel à 24 h, les taux de réponse à l’odeur
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SC- sont similaires aux taux de réponse au 2-hept pour les deux groupes (GFP :
χ2 = 0,31, p = 0,58 ; α8 : χ2 = 0,56, p = 0,45). Pour conclure, lorsque l’injection
est réalisée 6 h avant le test de rappel à 24 h, les animaux présentant une délétion
de la sous-unité Amelα8 parviennent à répondre à l’odeur SC+. Leur capacité à
discriminer l’odeur SC+ de l’odeur SC- semble perturbée de manière transitoire
étant donné qu’aucune différence n’apparaît entre les groupes au cours du test à 48
h.
Acquisition    24 h         48 h Acquisition    24 h         48 h
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Figure 29 – Représentation graphique des performances d’apprentissage et de rappel
lorsque l’injection de siRNA était effectuée 6 h avant le rappel à 24 h
III.2.1.3.2 Avant le rappel à 48 h
Cette expérience a été effectué par Pierre-Yves Musso en 2009 dans le cadre d’un
stage d’initiation à la recherche de Master 1ère année.
Au cours de cette expérience, l’injection a été effectuée 6 h avant un test de rap-
pel à 48 h. Comme lors des expériences précédentes, les performances d’acquisition
étaient identiques au sein de chaque groupe quelle que soit l’odeur utilisée comme
SC+, les performances des animaux conditionnés avec le 2-hexanol ou le 1-nonanol
comme SC+ ont donc été regroupés pour les analyses qui suivent (cf. tableau 8).
Avant l’injection, les deux groupes présentaient des performances similaires au terme
de la phase d’apprentissage (Interaction Groupe x Essai x Odeur : F2,990 = 0,43, p
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= 0,65). Chacun des lots apprenait à répondre au SC+ et à ne pas répondre au SC-
(Interaction Essai x Odeur : GFP : F2,485 = 50,80, p < 2,2E-16 ; α8 : F2,505 = 67,78,
p < 2.2E-16). Les résultats sont présentés sur la figure 30.
GFP
(n = 98)
α8
(n = 102)
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Figure 30 – Représentation graphique des performances d’apprentissage et de rappel
lorsque l’injection de siRNA était effectuée 6 h avant le rappel à 48 h
Lors l’unique test de rappel, les deux groupes ont des taux de réponse signifi-
cativement supérieurs pour l’odeur SC+ par rapport au SC- (GFP : χ2 = 60,02, p
= 9,41E-15 ; α8 : χ2 = 48,02, p = 4,22E-12) ou au 2-hept (GFP : χ2 = 46,17, p =
1,08E-11 ; α8 : χ2 = 31,11, p = 2,43E-8). Les taux de réponse au SC- et au 2-hept
sont similaires pour chacun des groupes (GFP : χ2 = 5,5, p = 0,02 ; α8 : χ2 = 3,36,
p = 0,07). Cependant, le delta SC+ / SC- (calcul de la différence entre les taux
de répons aux odeurs SC+ et SC-) est significativement plus faible pour le groupe
α8 par rapport au groupe contrôle (F1,196 = 4,12, p = 0,04). Par conséquent, nous
retrouvons l’effet sur la discrimination déjà observé lors d’une injection avant le test
de rappel à 24 h (cf. figure 31).
Pour résumer, la délétion partielle de la sous-unité Amelα8 induit une
perturbation transitoire de la restitution de la mémoire lorsque l’injection
systémique était effectuée avant le conditionnement et, une perturbation
de la discrimination que l’injection soit effectuée avant le conditionnement
ou avant d-les tests de rappel faisant appel à la mémoire à long terme
précoce (eLTM).
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Figure 31 – Delta score SC+/SC- obtenus lors des test de rappel des expériences 2 et 3.
Les flèches noires représentent le moment de l’injection. ∗ : p < 0,05.
III.2.2 Injections localisées
Une partie des expériences avec les injections localisées de siRNA Amelα8 a été
réalisée par Pierre-Yves Musso dans le cadre de son stage de Master 2 Recherche
"Neurosciences, Comportement et Cognition" (2010).
III.2.2.1 Diffusion des siRNA
Afin de vérifier que les siRNA restaient localisés dans les régions injectées, nous
avons utilisé des siRNA couplés à un fluorochrome.. Ces injections ont été effec-
tuées unilatéralement dans 3 structures différentes : les lobes antennaires, les lobes
verticaux et les calices des corps pédonculés. Les cerveaux des animaux injectés ont
ensuite été disséqués et observés en microscopie confocale (voir Matériel et méthode).
Les résultats sont présentés sur la figure 32.
Nous pouvons voir assez nettement que les siRNA restent majoritairement dans
les structures injectées. Dans le cas d’injections au sein du lobe antennaire, les siRNA
diffusent légèrement dans la partie controlatérale. Concernant les injections dans les
lobes verticaux, nous observons un marquage d’assez forte densité dans la partie
dorsale du lobe antennaire qui pourrait être un des clusters de neurones extrinsèques,
le cluster A4, décrit par Rybak et Menzel (1993). Pour finir, nous observons, lors
l’injection entre les calices médian et latéral, un marquage au sein des calices qui
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Figure 32 – Microscopie confocale de coupes de cerveaux disséqués 6 h après une injection
unilatérale de siRNA fluorescent dans le lobe antennaire (A), le lobe vertical (B) ou entre
les calices médian et latéral (C).
se prolongent le long du pédoncule en suivant ce que pourraient être les projections
des cellules de Kenyon.
III.2.2.2 Injection avant l’apprentissage
Dans une deuxième série d’expérience, le rôle des récepteurs nicotiniques com-
portant la sous-unité Amelα8 dans l’apprentissage a été étudié en effectuant des
injections localisées de siRNA au niveau de 3 structures cérébrales connues pour
leur implication dans les processus d’apprentissage et de mémoire olfactive (cf. fi-
gure 33).
Conditionnement Test de rappelInjection
0 h 24 h 48 h
6 h
Test de rappel
Figure 33 – Protocole des expériences réalisées pour tester l’effet de la délétion d’Amelα8
sur le conditionnement du réflexe d’extension du proboscis
III.2.2.2.1 Taux de survie et réponse au stimulus inconditionnel
Le taux de survie des abeilles ayant reçu une injection avant le conditionnement
au niveau des lobes antennaires, des calices et des lobes antennaires est comparable
pour les groupes GFP et α8. Ces taux de survie varie entre 66 % et 83 % pour le
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Site d'injection Lobes antennaires Calices Lobes verticaux 
Traitement GFP α8	
 GFP α8	
 GFP α8	

Prise en compte 49 46 52 43 53 57 
Nombre d'abeille sans PER 2 3 3 5 1 2 
Nombre de morte  26 35 20 27 12 7 
Nombre d'abeille injectée 77 84 75 75 66 66 
Taux de survie 0,66 0,58 0,73 0,64 0,82 0,89 
Test Chi2 mortalité Non Significatif Non Significatif Non Significatif 
Tableau 9 – Tableau récapitulatif du nombre d’animaux n’ayant pas survécu jusqu’au
test de rappel à 48 h et du nombre d’animaux n’ayant pas eu de REP après la présentation
d’une solution de sucrose à 50 % pour les expériences menées avec les injections localisées
de siRNA GFP ou α8 avant l’acquisition
groupe GFP et entre 58 % et 89 % pour le groupe α8 en fonction de la structure
ciblée. De même, aucune différence significative n’a été observée entre les groupes
sur le nombre d’animaux qui ne répondent pas aux stimulations sucrées au cours de
l’expérience. Les résultats sont présentés dans le tableau 9
III.2.2.2.2 Lobes antennaires
Au cours de cette expérience, des injections bilatérales de siRNA ont été réalisées
au sein des lobes antennaires 6 h avant la phase de conditionnement. Les résultats
sont présentés sur la figure 34.
Les groupes GFP et α8 parviennent à apprendre à répondre à l’odeur SC+ et
à ne pas répondre à l’odeur SC- au terme de la phase de conditionnement et, ceci
ne dépend pas de l’odeur utilisée comme SC+ (Interaction Essai x SC x Odeur :
GFP : F2,235 = 2,65, p = 0,07 ; α8 : F2,220 = 0,28, p = 0,76), une analyse globale a
été faite pour le montrer (Interaction Essai x SC : GFP : F2,240 = 16,13, p = 2,68E-
7 ; α8 : F2,225 = 34,79, p = 6,84E-14). Les deux groupes présentent des courbes
d’apprentissage similaires (Interaction Traitement x Essai x SC : F2,465 = 1,26, p =
0,28) et atteignent des taux de réponse à l’odeur SC+ de 75 % et 85 % au 3ème
essai. Les taux de réponse à l’odeur SC- sont de 25 % et 20 % lors du 3ème essai
pour les groupes GFP et α8 respectivement.
Au cours du test de rappel à 1 h, les deux groupes présentent des taux de réponse
au SC+ significativement différents des taux de réponse à l’odeur SC- (GFP : χ2 =
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25,04, p = 5,62E-7 ; α8 : χ2 = 32,03, p = 1,52E-8) et au 2-hept (GFP : χ2 = 20,05,
p = 7,56E-6 ; α8 : χ2 = 26,04, p = 3,35E-07). Les taux de réponse au SC- et au
2-hept ne sont pas différents quel que soit le groupe considéré (GFP : χ2 = 2,29, p
= 0,13 ; α8 : χ2 = 3,12, p = 0,08).
Lors du test de rappel à 24 h, les deux groupes répondent significativement plus
au SC+ par rapport au SC- (GFP : χ2 = 20,05, p = 7,56E-6 ; α8 : χ2 = 25,04, p =
5,62E-7) ou au 2-hept (GFP : χ2= 12,5, p = 4,07E-4 ; α8 : χ2 = 14,06, p = 1,77E-4).
Le groupe de GFP a des taux de réponse, au SC- et au 2-hept, équivalents (χ2 =
3,12, p= 0,08), ce qui n’est pas le cas pour le groupe α8 (χ2 = 9,10, p = 2,57E-3).
Enfin, 48 h après le conditionnement, le taux de réponse à l’odeur SC+ est
significativement plus important par rapport aux taux de réponse à l’odeur SC-
(GFP : χ2 = 17,05, p = 3,64E-5 ; α8 : χ2 = 25,04, p = 5.62E-7) et au 2-hept (GFP :
χ2 = 10,56, p = 1,15E-3 ; α8 : χ2 = 11,53, p = 6,85E-4). Le groupe GFP a des taux
de réponse identiques pour les odeurs SC- et 2-hept (χ2 = 2,28, p = 0,13), le groupe
α8 quant à lui répond plus au 2-hept qu’au SC- et ce de manière significative (χ2 =
10,08, p = 1,5E-3).
En résumé, l’injection de siRNA au niveau des lobes antennaires n’induit aucun
effet tant au niveau des performances d’apprentissage qu’au niveau des performances
obtenues lors des test de rappel effectué à 1 h, 24 h et 48 h.
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Figure 34 – Performances d’acquisition et de rappel des groupes GFP (gauche) et α8
(droite) ayant reçu une injection dans les lobes antennaires 6 h avant le conditionnement.
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III.2.2.2.3 Calices
Au cours de cette expérience, des injections bilatérales de siRNA ont été réalisées
au sein des calices 6 h avant la phase de conditionnement. Les résultats sont présentés
sur la figure 35.
Les animaux des deux groupes parviennent à répondre à odeur SC+ et à ne pas
répondre à l’odeur SC-. Les taux de réponse à l’odeur SC+ et à l’odeur SC- étaient
significativement différents lors du 3ème de conditionnement (GFP : χ2 = 32,03, p =
1,52E-8 ; α8 : χ2 = 26,04, p = 3,35E-7). Les performances d’apprentissage au sein de
chaque groupe sont comparables que l’odeur SC+ soit le 1-nonanol ou le 2-hexanol
(Interaction Essai x SC x Odeur : GFP : F2,250 = 0,59, p = 0,55 ; α8 : F2,205 =
1,96, p = 0,14). Il n’existe aucune différence de performances entre les deux groupes
d’animaux traités (F2,465 = 0,07, p = 0,94). Par ailleurs leurs delta SC+/SC- sont
identiques (F = 7,0E-4, p = 0,98).
Lors du premier test de rappel effectué 1 h après le conditionnement, chaque
groupe a un taux de réponse pour le SC+ plus important que pour le SC- (GFP :
χ2 = 29,03, p = 7,12E-8 ; α8 : χ2 = 27,03, p = 1,99E-7) ou pour le 2-hept (GFP :
χ2 = 28,03, p = 1,19E-7 ; α8 : χ2 = 24,04, p = 9,44E-7). Le taux de réponse au SC-
n’est pas différent du taux de réponse au 2-hept quel que soit le groupe considéré
(GFP : χ2 = 0, p = 1 ; α8 : χ2 = 0,8, p = 0,37).
Concernant le rappel à 24 h, les animaux de chaque groupe présentent des taux
de réponse significativement plus élevés pour l’odeur SC+ que pour l’odeur SC-
(GFP : χ2 = 26,04 , p = 3,35E-7 ; α8 : χ2 = 22,04 , p = 2,67E-6) ou le 2-hept
(GFP : χ2 = 16,96, p = 1,44E-4 ; α8 : χ2 = 11,53, p = 6,85E-4). Les taux de réponse
à l’odeur SC- et au 2-hept sont similaires pour le groupe GFP (χ2 = 2,08, p = 0,15)
mais ils sont significativement différents chez le groupe α8 (χ2 = 7,11, p = 7,66E-3).
Enfin, lors du dernier test de rappel effectué 48 h après le conditionnement, les
deux groupes présentent des taux de réponse significativement plus élevés pour le
SC+ que pour le SC- (GFP : χ2 = 27,03, p = 2E-7 ; α8 : χ2 = 20,46, p = 6,46E-6)
ou le 2-hept (GFP : χ2 = 14,45, p = 1,44E-4 ; α8 : χ2 = 11,53, p = 6,85E-4). Le
taux de réponse au 2-hept est significativement plus élevé que le taux de réponse
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au SC- quel que soit le groupe considéré (GFP : χ2 = 6,67, p = 9,82E-3 ; α8 : χ2 =
5,81, p = 0,016).
En résumé, l’injection de siRNA α8 au niveau des calices n’induit aucun effet
tant sur les performances d’apprentissage que sur les performances obtenues lors des
tests de rappel.
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Figure 35 – Performances d’acquisition et de rappel des groupes GFP (gauche) et α8
(droite) ayant reçu une injection dans les calices 6 h avant le conditionnement.
III.2.2.2.4 Lobes verticaux
Au cours de cette expérience, des injections bilatérales de siRNA ont été réalisées
au sein des lobes verticaux 6 h avant la phase de conditionnement. Les résultats sont
présentés sur la figure 36.
Lors de la phase de conditionnement, les deux groupes apprennent à répondre à
l’odeur SC+ et à ne pas répondre à l’odeur SC- (GFP : F2,260 = 44,91, p < 2,2E-16 ;
α8 : F2,280 = 19,86, p = 8,57E-9). Les performances d’apprentissage de chacun des
groupes sont comparables que le SC+ soit le 2-hexanol ou le 1-nonanol (Interaction
Essai x SC x Odeur : GFP : F2,255 = 3,09, p = 0,05 ; α8 : F2,275 = 2,86, p = 0,06). Les
taux de réponse à chacune des deux odeurs sont significativement différents pour le
groupe GFP (χ2 = 36,03, p = 1,95E-9) et le groupe α8 (χ2 = 27,03, p = 2,00E-7)
au terme de la phase d’acquisition. Cependant nous pouvons observer que les taux
de réponse au SC+ lors du 2ème et du 3ème essai sont significativement plus faibles
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pour le groupe α8 par rapport au groupe GFP (Test de χ2 : 2ème essai : χ2 = 3,85,
p = 0,049 ; 3ème essai : χ2 = 4,45, p = 0,035).
Lors du test de rappel à 1 h, chaque groupe présente des taux de réponse plus
élevés pour l’odeur SC+ par rapport aux odeurs SC- (GFP : χ2 = 40,02, p = 2,51E-
10 ; α8 : χ2 = 30,03, p = 4,25E-8) et 2-hept (GFP : χ2 = 32,24, p = 1,36E-8 ; α8 : χ2
= 28,03, p = 1,19E-7). Par ailleurs, les taux de réponse pour l’odeur SC- et 2-hept
étaient similaires (GFP : χ2 = 0,5, p = 0,08 ; α8 : χ2 = 0,5, p = 0,48). Notons que
les taux de réponse au SC+ étaient significativement différents entre les 2 groupes
(Test exact de Fisher : p = 0,007).
Ta
ux
 d
e 
R
E
P
GFP
(n = 53)
α8
(n = 57)
Figure 36 – Performances d’acquisition et de rappel des groupes GFP (gauche) et α8
(droite) ayant reçu une injection dans les lobes verticaux 6 h avant le conditionnement.
Au cours du test de rappel à 24 h, les animaux des deux groupes présentent des
taux de réponse à l’odeur SC+ significativement plus élevés par rapport aux odeurs
SC-(GFP : χ2 = 32,03, p = 1,52E-8 ; α8 : χ2 = 22,04, p = 2,67E-6) et 2-hept (GFP :
χ2 = 15,43, p = 8,57E-5 ; α8 : χ2 = 15,43, p = 8,56E-5). Le groupe GFP a un taux
de réponse au 2-hept plus élevé que le taux de réponse au SC- (χ2 = 10,32, p =
0,001) contrairement au groupe α8 (χ2 = 2,28, p = 0,13). Comme lors du test de
rappel précédent, le taux de réponse pour l’odeur SC+ est plus faible pour le groupe
α8 que pour le groupe GFP (p = 0,017).
Enfin, 48 h après le conditionnement, le taux de réponse au SC+ est significati-
vement plus élevé que les taux de réponse au SC- (GFP : χ2 = 30,03, p = 4,25E-8 ;
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α8 : χ2 = 24,04, p = 9,44E-7) et au 2-hept (GFP : χ2 = 25,04, p = 5,62E-7 ; α8 : χ2
= 21,04, p = 4,49E-6) quel que soit le groupe considéré. Les deux groupes présentent
des taux de réponse similaires pour le SC- et le 2-hept (GFP : χ2 = 1,78, p = 0,18 ;
α8 : χ2 = 0,44, p = 0,50). Au cours de ce dernier test, le groupe α8 présente un
taux de réponse pour l’odeur SC+ plus faible que celui du groupe GFP (p = 0,04).
Au cours des différents tests de rappel, nous pouvons noter que le delta SC+/SC-
du groupe α8 était significativement différent de celui du groupe GFP à 1 h (F1,106
= 7,70, p = 6,52E-3) et à 24 h (F1,106 = 5,44, p = 0,02). Ceci semble principalement
dû au plus faible taux de réponse pour le SC+ des animaux α8. Lors du test à 48
h, le taux de réponse SC+ de ce groupe revenant au même niveau atteint par le
groupe GFP, les Delta SC+/SC- ne sont plus différents (Effet traitement : F1,106 =
2,41, p = 0,12). Ces derniers résultats sont présentés sur la figure 37.
En résumé, l’injection bilatérale de siRNA α8 au niveau des lobes verticaux induit
une baisse des taux réponse à l’odeur SC+ tant lors de la phase de conditionnement
que lors des tests de rappel à 1 h et à 24 h. Les effets de cette injection s’estompent
lors du test à 48 h au cours duquel le groupe α8 voit son taux de réponse au SC+
augmenter.
III.2.2.3 Injection avant le rappel
Dans le but de vérifier la nécessité des récepteurs nicotiniques comportant la
sous-unité Amelα8 dans les processus de rappel, les injections localisées de siRNA
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Site d'injection Lobes antennaires Calices Lobes verticaux 
Traitement GFP α8	
 GFP α8	
 GFP α8	

Prise en compte 44 50 37 43 48 46 
Nombre d'abeille sans PER 6 7 6 5 4 10 
Nombre de morte  48 53 52 44 58 57 
Nombre d'abeille injectée 98 110 95 92 110 113 
Taux de survie 0,51 0,52 0,45 0,52 0,47 0,50 
Test Chi2 mortalité Non Significatif Non Significatif Non Significatif 
Tableau 10 – Tableau récapitulatif du nombre d’animaux n’ayant pas survécu jusqu’au
test de rappel à 48 h et du nombre d’animaux n’ayant pas eu de REP après la présentation
d’une solution de sucrose à 50 % au cours des expériences menées avec les injections
localisées de siRNA GFP ou α8 avant le test de rappel à 24 h
ont été effectuées avant le test de rappel à 24 h au niveau des lobes antennaires, des
lobes verticaux ou des calices des corps pédonculés (cf. figure 38).
Conditionnement Test de rappelInjection
0 h 24 h 48 h
6 h
Test de rappel
Figure 38 – Protocole des expériences réalisées pour tester l’effet de la délétion d’Amelα8
sur le rappel d’une information apprise
III.2.2.3.1 Taux de survie et réponse au sucre
A l’instar de l’expérience précédente, les taux de survie et le nombre d’animaux
ne répondant pas au stimulus inconditionnel ne sont pas différents entre les groupes
GFP et α8 lorsque ceux-ci reçoivent une injection localisée de siRNA 6 h avant le
test de rappel à 24 h. En effet, les taux de survie sont proches de 50 % quels que
soient la structure ciblée et le groupe considéré. Le nombre d’animaux ne répondant
pas au stimulus conditionnel est également faible quels que soient le groupe et la
structure ciblée. Les résultats sont présentés dans le tableau 10.
III.2.2.3.2 Lobes antennaires
Au cours de cette expérience, des injections bilatérales de siRNA ont été réalisées
au sein des lobes antennaires 6 h avant la phase d’acquisition (Les résultats sont
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présentés sur la figure 39). Par conséquent, un groupe d’abeilles était conditionné
puis subdivisé en deux groupes d’animaux présentant des performances similaires au
terme de la phase d’acquisition. A la fin de l’expérience, nous avons vérifié que les
animaux ayant survécu au sein de chaque groupe présentaient toujours des taux de
conditionnement similaires avant même que l’injection soit réalisée. L’analyse faite
a posteriori montre que les groupes GFP et α8 présentent des courbes d’acquisition
semblables (F1,460 = 1,92, p = 0,15). Une forte proportion d’abeilles répond à la
présentation du SC+ et non à la présentation du SC- (GFP : χ2 = 27,03, p =
1,99E-7 ; α8 : χ2 = 32,03, p = 1,52E-8). Par conséquent, les éventuels effets que
pourrait induire l’injection de siRNA qui suit ne sauraient être expliqués par une
simple différence de performances atteinte lors du conditionnement. Par ailleurs,
les performances d’apprentissage au sein de chaque groupe sont identiques que les
abeilles soient conditionnées avec le 2-hex ou le 1-non comme odeur SC+ (Interaction
Essai x SC x odeur : GFP : F2,210 = 0,12, p = 0,88 ; α8 : F2,240 = 1,09, p = 0,34).
GFP
(n = 44)
α8
(n = 50)
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Figure 39 – Performances d’acquisition et de rappel des groupes GFP (gauche) et α8
(droite) ayant reçu une injection dans les lobes antennaires 6 h avant le test de rappel à
24 h.
Un premier test a donc été effectué 24 h après l’apprentissage (6 h après l’injection
de siRNA). Au cours de ce test, les animaux des deux groupes ont un taux de réponse
au SC+ significativement supérieur aux taux de réponse au SC- (GFP : χ2 = 20,05,
p = 7,56E-6 ; α8 : χ2 = 25,04, p = 5,62E-7) et au 2-hept (GFP : χ2 = 15,05, p =
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3,64E-5 ; α8 : χ2 = 25,04, p = 5,62E-7). Par ailleurs, les taux de réponse au SC- et
au 2-hept sont significativement identiques quel que soit le groupe considéré (GFP :
χ2 = 0,8, p = 0,37 ; α8 : χ2 = 0, p = 1).
Lors du test de rappel à 48 h, le profile des réponses de chaque groupe reste
inchangé. Les animaux de chaque groupe répondent de manière importante au SC+
mais pas au SC- (GFP : χ2 = 23, 04, p = 1,59E-6 ; α8 : χ2 = 26,04, p = 3,35E-7)
ni au 2-hept (GFP : χ2 = 17,05, p = 3,64E-5 ; α8 : χ2 = 22,04, p = 2,67E-6). Les
taux de réponse au SC- et au 2-hept sont significativement identiques pour les deux
groupes testés (GFP : χ2 = 3,12, p = 0 ,08 ; α8 : χ2 = 2,25, p = 0,13). Les deux
groupes présentent des taux de réponse identiques pour chacune des odeurs (SC+ :
p = 1 ; SC- : p = 1 ; 2-hept : p = 0,62).
En résumé, l’injection localisée de siRNA α8 au niveau des lobes antennaires
avant un test de rappel, n’induit aucune altération des performances de rappel de
l’information.
III.2.2.3.3 Calices
Au cours de cette expérience, des injections bilatérales de siRNA ont été réalisées
au sein des calices 6 h avant la phase de conditionnement (Les résultats sont présentés
sur la figure 40). Comme pour l’expérience précédente, nous avons vérifié que les 2
groupes présentaient des performances identiques au terme de la phase d’acquisition.
En effet, les deux groupes présentaient des performances identiques (F2,492 = 0,33,
p = 0,72) . Au cours de l’acquisition, les animaux avaient des taux de réponse au
SC+ significativement supérieurs aux taux de réponse au SC- (Interaction Essai x
Odeur : GFP : F2,210 = 28,88, p = 8,31E-12 ; α8 : F2,240 = 20,31, p = 7,12E-9). De
plus, les abeilles conditionnées avec le 2-hex ou le 1-non comme odeur SC+ ont des
courbes d’acquisition identiques au sein de chaque groupe (Interaction Essai x SC
x Odeur : GFP : F2,205 = 1,19, p = 0,31 ; α8 : F2,235 = 0,57, p = 0,56). Les deux
groupes ayant des performances de conditionnement équivalentes, les éventuels effets
d’une injection de siRNA dirigés contre la sous-unité Amelα8 sur les performances
lors du test de rappel à 24 h ont donc pu être testés.
74
Chapitre III. Rôle des récepteurs nicotiniques comportant la sous-unité
Amelα8
Ta
ux
 d
e 
R
E
P
Figure 40 – Performances d’acquisition et de rappel des groupes GFP (gauche) et α8
(droite) ayant reçu une injection dans les calices 6 h avant le test de rappel à 24 h.
Lors du test de rappel à 24 h, les deux groupes d’abeilles présentent des taux
de réponse au SC+ significativement plus élevés que les taux de réponse au SC–
(GFP : χ2 = 6,75, p = 9,37E-4 ; α8 : χ2 = 9,6, p = 1,94E-3) et au 2-hept (GFP : χ2
= 6,75, p = 9,37E-4 ; α8 : χ2 = 6,67, p = 9,82E-3). De plus, les taux de réponse au
SC – et au 2-hept sont identiques (GFP : χ2 = 0, p = 1 ; α8 : χ2 = 0,5, p = 0,48).
Il faut noter que le taux de réponse au SC+ est significativement inférieur à celui
obtenu lors du 3ème essai de conditionnement, ceci étant vrai pour les deux groupes
(GFP : χ2 = 9,38, p = 2,18E-3 ; α8 : χ2 = 4,76, p = 0,03).
Enfin, lors du test de rappel à 48 h, nous observons le même profil de réponse
que pendant le test précédent. Le taux de réponse au SC+ est supérieur aux taux
de réponse pour les odeurs SC- (GFP : χ2 = 5,79, p = 1,62E-2 ; α8 : χ2 = 6,67, p
= 9,82E-3) et 2-hept (GFP : χ2 = 8,64, p = 3,28E-3 ; α8 : χ2 = 6,75, p = 9,37E-3).
Les taux de réponse aux odeurs SC- et 2–hept sont similaires quel que soit le groupe
considéré (GFP : χ2 = 0,5, p = 0,48 ; α8 : χ2 = 0, p = 1). Au cours de ce test, les
taux de réponse à l’odeur SC+ sont significativement inférieurs aux taux de réponse
obtenu lors du 3ème essai de SC+ (GFP : χ2 = 10,32, p = 1,32E-3 ; α8 : χ2 = 8,45,
p = 3,65E-3).
En résumé, l’injection de siRNA dirigés contre la sous-unité α8 n’induit aucun
effet sur les performances des animaux lors des tests de rappel lorsque cette injec-
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tion est effectuée dans les calices des corps pédonculés. Une baisse significative des
performances a pu être observé dans chacun des 2 groupes par rapport au dernier
essai de conditionnement, ceci pourrait être imputé à l’opération qui précède les
injections.
III.2.2.3.4 Lobes verticaux
Lors de cette dernière expérience, des injections localisées étaient réalisées au sein
des lobes verticaux. Les résultats sont présentés sur la figure 41. D’après l’analyse
des résultats, nous observons que les eux groupes présentaient des performances
d’apprentissage équivalentes (F2,460 = 0,06, p = 0,52). Les animaux présentaient des
taux de réponse au SC+ plus importants que les taux de réponse pour l’odeur SC-
(GFP : χ2 = 26,03, p = 3,35E-7 ; α8 : χ2 = 21,04, p = 4,49E-6). Par ailleurs, aucune
différence n’a été observée entre les courbes d’acquisition au sein de chaque groupe
si l’on compare les performances des animaux ayant été conditionnés avec 2-hex ou
le 1-non (Interaction Essai x SC x Odeur : GFP : F2,230 = 0,59, p = 0,56 ; α8 : F2,220
= 0,61, p = 0,55). Les deux groupes ayant des performances de conditionnement
équivalentes, les effets d’une injection de siRNA dirigés contre la sous-unité Amelα8
sur les performances lors du test de rappel à 24 h ont donc pu être testés.
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Figure 41 – Performances d’acquisition et de rappel des groupes GFP (gauche) et α8
(droite) ayant reçu une injection dans les lobes verticaux 6 h avant le test de rappel à 24
h.
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Au cours du test de rappel à 24 h, les animaux du groupe GFP présentent un
taux de réponse au SC+ significativement supérieur aux taux de réponse au SC- (χ2
= 15,06, p = 1,04E-4) et au 2-hept (χ2 = 13,07, p = 3,01E-4). Les taux de réponse
au SC- et 2-hept sont, quant à eux, similaires (χ2 = 0,12, p = 0,72). En revanche, les
animaux du groupe α8 ont des taux de réponse au SC+, SC- et 2-hept équivalents
(SC+/SC- : χ2 = 3,12, p = 0,07 ; SC+/2-hept : χ2 = 2,5, p = 0,11 ; SC-/2-hept :
χ2 = 0, p = 1). Le taux de réponse au SC+ est très inférieur au taux obtenu lors
du dernier essai de conditionnement (χ2 = 14,09, p = 1,74E-4).
Lors du test de rappel à 48 h, le groupe GFP a un taux de réponse au SC+
significativement différent des taux de réponse au SC- (χ2 = 15,06, p = 1,04E-4) et
au 2-hept (χ2 = 9,6, p = 1,95E-3). Les animaux de ce groupe répondent avec des
taux similaires au SC- et au 2-hept (χ2 = 1,5, p = 0,22). Par ailleurs, le groupe α8
présente des taux de réponse au SC+ et au SC- identiques (χ2 = 4,08, p = 0,04).
Les réponses au SC+ et 2-hept sont également équivalentes (χ2 = 0,44, p = 0,50).
De plus, les taux de réponse au SC- et au 2-hept étaient similaires (χ2 = 2,28, p =
0,13). De même qu’au cours du test de rappel à 24 h, le taux de réponse au SC+
est inférieur à celui obtenu lors du 3ème essai de conditionnement pour les animaux
du groupe α8 (χ2 = 16,04, p = 5,10E-5).
La comparaison des taux de réponse au SC+ lors des tests de rappel montre
également que le groupe α8 présentait un réel déficit par rapport au groupe GFP
(24 h : p = 0,018 : 48 h : p = 0,03).
En résumé, l’injection de siRNA dirigé contre la sous-unité α8, au
niveau des lobes verticaux, induit une forte de baisse des taux de réponse
au SC+ lors des différents tests de rappel. Cette perturbation perdure
au moins 30 h après l’injection étant donné qu’aucune récupération n’est
observée lors du second test de rappel.
Chapitre IV
Rôle des récepteurs nicotiniques
comportant la sous-unité Amelα7
IV.1 Effet de l’interférence
Les expériences de PCR en quantitative ont été réalisés en collaboration avec
Arnaud AHIER (Institut Pasteur de Lille). Les injections de siRNA ont été réalisées
à Toulouse puis les échantillons (Têtes d’abeilles sacrifiées à différents délais après
l’injection) ont été envoyés par colis (Carbo-glaces). Les extractions d’ARN ont été
effectuées par A. AHIER.
IV.1.1 PCR quantitative
IV.1.1.1 Vérification de l’efficacité des amorces pour la PCR quantita-
tive
L’efficacité des amorces a été évaluée à l’aide du logiciel LinReg qui se base sur
la pente de la courbe de la fluorescence en fonction du nombre de cycles (Courbe
d’amplification) établie lors de la PCR en temps en réel. Les résultats sont présentés
sur la figure 42. Pour les couples d’amorces Amelα7 et AmAct (l’a-actine a été utilisé
comme gène de référence), les efficacités étaient respectivement de 1,99 et de 1,89.
Il est généralement admis qu’une valeur comprise entre 1,8 et 2 est très acceptable
(Ramakers et al 2003). Par ailleurs, les produits PCR ont été séquencés, le résultat
des séquençages est présenté sur la figure 43.
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Amelα7 AmAct
Figure 42 – Courbe d’amplification de réactions de PCR en quantitative avec les amorces
pour Amelα7 et AmAct pour la détermination de l’efficacité (Sorties du Logiciel LinReg
Figure 43 – Résultats du séquençage des produits de PCR
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IV.1.1.2 Expression de la sous-unité Amelα7 après injection des siRNA
Les expériences de PCR en quantitative (cf. Figure 44) ont montré une réduction
de l’expression de la sous-unité Amelα7 entre 3 h et 18 h après l’injection systémique
de siRNA (cf. figure 44). La réduction varie de 30 % (à 6 h) à 60 % (à 3 h et à 18
h). Le délai de 18 h a été retenu pour la suite des expériences car il correspond à la
fin des fluctuations de la réduction de l’expression de la sous-unité Amelα7. Nous
avons recherché en western blot si la diminution de l’expression des ARNm était
accompagnée par une réduction de la synthèse de la protéine.
Figure 44 – Expression relative du gène Amelα7 chez des abeilles injectées avec des siRNA
contre Amelα7 ou contre la GFP (contrôle) sacrifiées à différents délais après l’injection. La
quantité d’ARNm d’Amelα7 est normalisée par rapport à la quantité d’ARNm d’AmACT
de l’échantillon et elle est standardisée par rapport au groupe contrôle. Chaque mesure
correspond à la moyenne des 2−∆∆Ct de 3 réplicats de PCR quantitative. Les barres d’erreur
correspondent à l’erreur standard.
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IV.1.2 Western blot
IV.1.2.1 Validation des anticorps anti-Amelα7
Nous avons utilisé initialement un sérum de lapin immunisé avec une séquence
peptidique correspondant à une partie de la sous-unité Amelα7. La spécificité de ce
sérum a été testée en comparant les marquages engendrés par le sérum Pré-Immun et
le sérum Immun. La présence de nombreuses bandes non spécifiques (cf. figure 45A).
nous a conduits à demander une purification du sérum sur colonne. Le produit de
purification a été testé en western blot avec des extraits de cerveaux. En parallèle
(sur la même membrane), nous avons testé un anticorps anti-α7 de rat (2 dilutions
différentes : 1 :2000 et 1 :5000) et l’anticorps anti-α7 d’abeille pré-incubé avec le
peptide antigène. Les résultats sont présentés sur la figure (cf. figure 45B). L’analyse
par Western blot montre très clairement que l’anticorps anti-α7 de rat révèle deux
bandes (environ 37 kDa et 45 kDa) lorsqu’il est utilisé avec une dilution de 1 : 5000
et 1 :2000. La bande présente à 45 kDa est également révélée par l’anticorps purifié
anti-α7 d’abeille utilisé au 1 : 500. Lorsque l’anticorps anti-α7 d’abeille est pré-
incubé avec le peptide (compétition), aucune bande n’est révélée. L’anticorps purifié
anti-α7 d’abeille apparaît donc très spécifique. La masse de la protéine révélée est
inférieure à la masse théorique de la sous-unité Amelα7, il est possible qu’une partie
de la protéine soit perdue au cours de l’extraction.
IV.1.2.2 Effet de l’injection systémique de siRNA Amelα7 sur l’expres-
sion de la protéine
L’expression de la protéine Amelα7 a été vérifiée 18 h après l’injection de siRNA
dirigé contre cette sous-unité. Les expériences de Western blot montrent une di-
minution d’environ 25 % de l’expression d’Amelα7 chez les animaux ayant reçu ce
siRNA par rapport aux animaux ayant reçu le siRNA dirigé contre la GFP (Test
de Wilcoxon : W = 33, p = 0,015). Pour les expériences comportementales, les in-
jections de siRNA ont donc été effectuées 18 h avant l’acquisition ou la restitution.
(cf. Figure 45C).
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Figure 45 – A. Analyse par Western blot de la spécificité de l’anticorps anti-Amelα7
contenu dans le sérum immum (SI) non-purifié par rapport au serum pré-immun (SPI) ;
B. Spécificité de l’anticorps anti-Amelα7 purifié comparé à un anticorps anti-α7 de rat
et à l’anticorps anti-α7 purifié en compétition avec le peptide utilisé pour immuniser les
lapins ; C. Expression de la sous-unité Amelα7 18 h après une injection de siRNA Amelα7
ou GFP. Les résultats correspondent à la moyenne des ratio d’expression Amelα7/AmAct
de 3 répétitions. Pour chaque groupe et chaque répétition, deux réplicats techniques ont
été effectués. Test de wilcoxon ∗ < 0,05.
IV.2 Effets comportementaux des injections de siRNA
Amelα7
IV.2.1 Injections systémiques
IV.2.1.1 Effet sur le taux de survie et sur la réponse au stimulus incon-
ditionnel
Il n’existe pas de différence entre les groupes concernant le nombre d’abeilles
ne répondant plus au sucre après une injection de siRNA et les taux de survie
sont équivalents (cf. Tableau 11). Notons que les taux de survie sont plus faibles
pour l’expérience avec une injection pré-acquisition par rapport à l’expérience avec
injection pré-test mais cela est probablement dû au fait que les abeilles restent fixées
24 h de plus dans le cas d’injection pré-acqusition. Les nombres d’abeilles des groupes
GFP et α7 qui ne répondent pas au sucre sont identiques quelle que soit l’expérience
considérée.
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Expérience Injection avant l’acquisition injection avant le test de rappel 
Traitement GFP α7	
 GFP α7	

Nombre d’abeilles analysées 60 62 34 29 
Nombre d’abeilles sans PER 4 5 4 2 
Nombre d’abeilles mortes 30 35 7 13 
Nombre d’abeilles injectées 94 102 45 44 
Taux de survie 0,64 0,61 0,76 0,66 
Test de χ2 mortalité NS NS 
Tableau 11 – Tableau récapitulatif du nombre d’animaux n’ayant pas survécu jusqu’au
test de rappel à 48 h et du nombre d’animaux n’ayant pas eu de REP après la présentation
d’une solution de sucrose à 50 % au cours des expériences menées avec les injections
systémiques de siRNA GFP ou α7 avant l’acqusition ou avant le test de rappel à 24 h
IV.2.1.2 Injection avant l’habituation de la réponse d’extension du pro-
boscis
L’implication des récepteurs nicotiniques dans l’habituation a été montrée en
injectant dans le cerveau de l’abeille différents antagonistes et notamment l’α-bgt
(Gauthier 2010). Pour préciser le rôle des récepteurs Amelα7∗ dans cet apprentissage,
des siRNA dirigés contre Amelα7 ont été injectés 18 h avant le début de la séance
d’habituation. La figure 46 montre que la sous-expression de la sous-unité Amelα7
ne semble avoir aucun effet sur l’habituation. Aucune différence significative n’a été
observée entre les groupes α7 et GFP (Test de Wilcoxon : W= 285,5, P = 0,47).
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Figure 46 – Résultats obtenus au cours
de l’expérience d’habituation après les
injections systémiques de siRNA diri-
gés contre Amelα7 ou contre la GFP
(Moyenne ± sem)
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Conditionnement 
absoluInjection
72 h
18 h
Test de rappel
Figure 47 – Protocole des expériences réalisées pour tester l’effet de la délétion d’Amelα7
sur le conditionnement olfactif absolu
IV.2.1.3 Injection avant un conditionnement absolu
Dans cette expérience, l’injection de siRNA a été effectuée 18 h avant un condi-
tionnement absolu réalisé en 3 essais. Un test de rappel a été effectué 72 h après
le conditionnement pour tester la mémoire à long terme tardive dépendante de la
synthèse protéique (Perisse et al 2009). Un rappel du protocole et les résultats sont
présentés sur les figure 48 et 47.
Au cours de l’acquisition, le groupe GFP apprend correctement à répondre à
l’odeur SC+ (Facteur Essai : F2,140 = 88,71, p < 2,2E-16) atteignant un taux de
réponse de 74,6 %. Lors du test de rappel à 72 h, les animaux ont un taux de réponse
à l’odeur récompensée significativement supérieur au taux de réponse à la nouvelle
odeur (χ2 = 30,03, p = 4,25E-8).
De la même manière, nous pouvons observer que le groupe α7 apprend à répondre
à l’odeur SC+ au cours de la phase d’acquisition (Facteur Essai : F2,160 = 96,53,
p < 2,2E-16), ce groupe a un taux de réponse à l’odeur SC+ de 66,7 % lors du
3ème essai. Lors du test de rappel, les animaux de ce groupe ont un taux de réponse
à l’odeur SC+ significativement plus élevé qu’à l’odeur nouvelle (χ2 = 14,09, p =
1,75E-4).
La comparaison des performances des deux groupes montre que le groupe α7
présente des taux de réponse à l’odeur SC+ et à la nouvelle odeur (NO) similaires
à ceux du groupe contrôle (SC+ : χ2 = 0,57, p = 0,45 ; NO : χ2 = 2,97, p = 0,08).
Cependant le taux de réponse spécifique du groupe GFP, résultant du calcul de la
différence entre les taux de réponse aux odeurs SC+ et NO, est significativement
supérieur à celui du groupe α7 (Facteur Traitement : F1,148 = 7,36, p = 7,46E-
3). Il semble que la délétion de la sous-unité Amelα7 n’affecte pas les capacités
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d’apprentissage mais que la mémoire formée à 72 h soit moins spécifique de l’odeur
apprise par rapport au groupe contrôle.
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Figure 48 – Performances d’acquisition et de rappel des groupe GFP (Gauche) et α7
(Droite) lorsque l’injection était effectuée 18 h avant lun conditionnement absolu
IV.2.1.4 Injection avant un conditionnement discriminatif
Conditionnement Test de rappelInjection
0 h 24 h 48 h
18 h
Test de rappel
Figure 49 – Protocole des expériences réalisées pour tester l’effet de la délétion d’Amelα7
sur le conditionnement discriminatif du réflexe d’extension du proboscis.
Dix-huit heures après avoir reçu une injection de siRNA Amelα7 ou GFP, les
abeilles ont réalisé un apprentissage olfactif discriminatif et leurs performances mné-
siques ont été testées au bout de 24 h et de 48 h. (cf. figure 49). Les résultats sont
présentée sur la figure 50.
Durant la phase d’acquisition, le groupe GFP apprend à répondre à l’odeur SC+
et à ne pas répondre à l’odeur SC- (Interaction SC x Essai : F2,295 = 27,12, p =
1,54E-11). Les taux de réponse pour ces deux stimuli sont significativement différents
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au terme de la phase d’acquisition (χ2 = 24,04, p = 9,44E-7). Au cours des tests de
rappel à 24 h et 48 h, les abeilles répondent significativement plus à l’odeur SC+
qu’à l’odeur SC- (24 h : χ2 = 13,07, p = 3,01E-4 ; 48 h : χ2 = 9,6, p = 1,95E-3)
ou au 2-hept (24 h : χ2 = 7,69, p = 5,55E-3 ; χ2 = 7,56, p = 5,96E-3). Les taux de
réponse aux odeurs SC- et 2-hept sont similaires (24 h : χ2 = 1,5, p = 0,22 ; 48 h :
χ2 = 0, p = 1).
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Figure 50 – Performances d’acquisition et de rappel des groupe GFP (Gauche) et α7
(Droite) ayant reçu une injection 18 h avant un conditionnement discriminatif
Les abeilles du groupe α7 montrent des performances très faibles, avec un taux
de réponse au SC+ n’atteignant que 11,3 %. Cependant les courbes de réponse aux
odeurs SC+ et SC- sont significativement différentes (Interaction SC x Essai : F1,305
= 6,77, p = 1,33E-3) montrant une discrimination entre les deux odeurs. Ceci a pu
être confirmé en comparant par un test de χ2 de McNemar les performances aux
derniers essais SC+ et SC- (χ2 = 5,14, p = 0,02). Lors du test de rappel à 24 h, les
taux de réponse aux 3 odeurs sont équivalents et très faibles (SC+/SC- : χ2 = 2,25,
p = 0,13 ; SC+/2-hept : χ2 = 1,5, p = 0,22 et SC-/2-hept : χ2 = 0, p = 1). A 48 h, le
groupe α7 présente un profil de réponse similaire à celui du 1er test de rappel avec
des réponses aux SC + et SC- identiques (χ2 = 5,14, p = 0,02). Les taux réponses
aux odeurs SC+ et 2-hept (χ2 = 2,28, p = 0,13) sont similaires, de même que les
taux de réponse aux SC- et 2-hept (χ2 = 0,25, p = 0,62).
La comparaison des courbes d’apprentissage des deux groupes montre une diffé-
rence significative (Interaction Traitement x SC x Essai : F2,600 = 9,38, p = 9,77E-5).
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Ceci a pu être confirmé par la comparaison des performances aux 2ème et 3ème es-
sais SC+ qui montrent que le groupe GFP a des taux de réponse significativement
plus élevés par rapport au groupe α7 (2ème essai : χ2 = 4,31, p = 0,04 ; 3ème essai :
χ2 = 18,37, p = 1,82E-5). Lors des tests de rappel, on observe une différence signi-
ficative entre les taux de réponse à l’odeur SC+ à 24 h (p = 0.01) mais pas à 48 h
(p = 0.19). La délétion de la sous-unité Amelα7 induit donc une forte altération des
capacités d’apprentissage qui se traduit par une absence de formation de mémoire
clairement visible à 24 h et 48 h.
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Figure 51 – Quantification par PCR
semi-quantitative du ratio d’expression
Amelα7 / AmGAPDH sur des ani-
maux des groupes GFP et α7 ayant ré-
pondu ("Succès") ou n’ayant pas répondu
("Echec) au 3me essai SC+ au cours d’un
conditionnement discriminatif
Une expérience contrôle a été effectuée afin de corréler sur les mêmes animaux, la
diminution de l’expression d’Amelα7 et les capacités d’apprentissage (cf. Figure 51).
En effet, il a pu être observé, en PCR semi quantitative, que les animaux du groupe
α7 avait une réduction de l’expression d’Amelα7 par rapport au groupe GFP (Test
de Wilcoxon : W =36, p = 0,04). Bien que la différence ne soit pas significative, nous
pouvons noter que les animaux du groupe α7 n’ayant pas répondu au SC+ lors du
3ème essai présentaient une baisse de la protéine plus importante que les animaux
ayant répondu. Ces résultats, qui demanderaient un plus grand nombre de répéti-
tions pour atteindre le seuil de significativité, confirment que la délétion partielle de
la sous-unité Amelα7 induit une perturbation des processus d’apprentissage.
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IV.2.1.5 Injection avant le test de rappel d’un conditionnement discri-
minatif
IV.2.1.5.1 Avant le rappel à 24 h
Conditionnement Test de rappel
Injection
0 h 24 h 48 h
18 h
Test de rappel
Figure 52 – Protocole des expériences réalisées pour tester l’effet de la délétion d’Amelα7
sur le rappel d’une information apprise
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Figure 53 – Performances d’acquisition et de rappel des groupes GFP (Gauche) et α7
(Droite) ayant reçu une injection 18 h avant le rappel à 24 h
Dans le cadre de cette expérience, les animaux ont reçu une injection intracéré-
brale de siRNA, dirigés contre la GFP ou Amelα7, 18 h avant le test de rappel à 24
h (cf. figure 52). Les résultats sont présentés sur la figure 53.
L’équivalence des performances à l’issue de la phase d’apprentissage a été vérifiée
afin de pouvoir comparer les performances des deux groupes. L’analyse statistique
confirme que les groupes GFP et α7 ont des courbes d’acquisition similaires (Inter-
action : Essai x SC x Traitement : F2,305 = 0,13, p = 0,88).
Lors du test de rappel à 24 h, les groupes GFP et α7 ont des taux de réponse au
SC+ significativement supérieurs à ceux observés pour le SC- (GFP : χ2 = 12,07, p
= 5,12E-4 ; α7 : χ2 = 8,1, p = 4,43E-3) et pour le 2-hept (GFP : χ2 = 13,07, p =
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3,01E-4 ; α7 : χ2 = 12,07, p = 5,12E-4). Par ailleurs, les taux de réponse au SC- et
au 2-hept sont similaires (GFP : χ2 = 0, p = 1 ; α7 : χ2 = 2,25, p = 0,13).
Au cours du test à 48 h, les mêmes profils de réponse sont observés. Chaque
groupe répond de manière significativement plus importante au SC+ par rapport
au SC- (GFP : χ2 = 7,11, p = 7,66E-3 ; α7 : χ2 = 6,25, p = 0,01) ou au 2-hept
(GFP : χ2 = 0, p = 1 ; α7 : χ2 = 1,33, p = 2,57E-3). A 48 h, les taux de réponse
aux odeurs SC- et 2-hept sont similaires dans chacun des groupes (GFP : χ2 = 0, p
= 1 ; α7 : χ2 = 1,33, p = 0,25).
La comparaison intergroupe des réponses à chacune des odeurs ne montre aucune
différence significative. Par conséquent, la délétion de la sous-unité Amelα7 avant le
test de rappel n’induit aucun effet sur la capacité à restituer une information acquise
lors d’un conditionnement discriminatif.
IV.2.1.5.2 Avant le rappel à 48 h
Au cours de cette expérience (cf. Figure 54), les animaux ont reçu une injection
18 h avant un test de rappel à 48 h. Les performances obtenues par les deux groupes
au cours de la phase d’acquisition étaient équivalentes (Interaction Traitement x
Essai x SC : F2,472 = 0,09, p = 0,91), chacun des groupes parvenant à répondre à
discriminer les odeurs SC+ et SC- (Interaction Essai x SC GFP : F2,220 = 8,17, p
= 3,77E-4 ; α7 : F2,210 = 9,31, p = 1,33E-4).
Lors du test de rappel à 48 h, les deux groupes présentent des taux de réponse à
l’odeur SC+ significativement supérieurs à ceux obtenus pour le SC- (GFP : χ2 =
12,07, p = 5,12E-4 ; α7 : χ2 = 18,05, p = 2,15E-5) ou la nouvelle odeur (GFP : χ2
= 15,06, p = 1,04E-4 ; α7 : χ2 = 14,06, p = 1,77E-4). L’odeurs SC- et la nouvelle
odeur induisent des taux de réponse faibles et similaires pour les 2 groupes (GFP :
χ2 = 0,44, p = 0,50 ; α7 : χ2 = 0,9, p = 0,34). Bien qu’aucune différence significative
ne soit observée dans les comparaisons inter-groupes des taux de réponse à chacune
des odeurs (Test exact de Fisher SC+ : p = 0,21 ; SC- : p = 1 ; 2-hept : p = 0,08),
le taux de réponse à l’odeur SC+ est supérieur à celui obtenu lors du 3ème essai de
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Figure 54 – Performances d’acquisition et de rappel des groupe GFP (Gauche) et α7
(Droite) ayant reçu une injection 18 h avant le test de rappel à 48 h
conditionnement pour le groupe α7 (χ2 = 4,92, p = 0,03) mais pas pour le groupe
GFP (χ2 = 0,05, p = 0,82).
IV.2.2 Injections localisées de siRNA
Les expériences avec injections localisées de siRNA Amelα7 ont été réalisées avec
la participation de Cécile Juan et de Cécile Rey dans le cadre d’un stage au cours
de l’été 2011.
Afin de déterminer quelles structures exprimant la sous-unité Amel α7 pouvaient
être impliquées dans l’apprentissage et la mémoire olfactive, des injections localisées
de siRNA ont été effectuées dans les lobes antennaires, les calices et les lobes verti-
caux.
IV.2.2.1 Injection avant un conditionnement discriminatif
IV.2.2.1.1 Lobes antennaires
Dans un premier temps, la délétion de la sous-unité Amelα7 a été induite dans
les lobes antennaires. Les résultats sont présentés sur la figure 55. Les deux groupes
apprennent à répondre à l’odeur SC+ et à ne pas répondre à l’odeur SC- (Interaction
Essai x SC : GFP : F1,230 = 17,05, p = 1,25E-7 ; α7 : F2,205 = 23,10, p = 8,96E-10).
Les taux de réponse aux odeur SC+ et SC- sont significativement différents au sein
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de chaque groupe (GFP : χ2 = 20,04, p = 7,56E-6 ; α7 : 22,04, p = 2,67E-6). Aucune
différence entre les courbes d’apprentissage n’a été observée (Interaction Traitement
x Essai x SC : F2,435 = 0,40, p = 0,67).
**
**
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Figure 55 – Performances d’acquisition et de rappel des groupes GFP (gauche) et α7
(droite) ayant reçu une injection dans les lobes antennaires 18 h avant le conditionnement.
Lors des tests de rappel, le groupe GFP présente des taux de réponse au SC+
significativement plus élevés que ceux observés pour le SC- (1 h : χ2 = 25,04, p =
5,62E-7 ; 24 h : χ2 = 15,06, p = 1,04E-4 ; 48 h : 12,5, p = 4,07E-4) et le 2-hept (1
h : χ2 = 22,04, p = 2,67E-6 ; 24 h : χ2 = 10,08, p = 1,50E-3 ; 48 h : χ2 = 5,79, p =
1,62E-2). Par ailleurs, les taux de réponse au SC- et au 2-hept sont similaires (1 h :
χ2 = 0,80, p = 0,37 ; 24 h : χ2 = 1,78, p = 0,18 ; 48 h : χ2 = 3,12, p = 0,08).
Quel que soit le test de rappel considéré le groupe α7 présente des taux de réponse
à l’odeur SC+ significativement supérieurs à ceux obtenus pour le SC- (1 h : χ2 =
23,04, p = 1,59E-6 ; 24 h : χ2 = 19,05, p = 1,27E-5 ; 48 h : χ2 = 14,45, p = 1,44E-4)
et le 2-hept (1 h : χ2 = 8,1, p = 4,43E-3 ; 24 h : 5,81, p = 1,59E-2 ; 48 h : χ2 = 8,1,
p = 4,43E-3). Le taux de réponse au 2-hept est supérieur au taux de réponse au SC-
à 1 h et 24 h mais pas 48 h (1 h : χ2 = 8,1, p = 4,43E-3 ; 24 h : χ2 = 10,08, p =
1,50E-3 ; 48 h : χ2 = 4,9, p = 0,03).
La comparaison des taux de réponse à chacune des 3 odeurs entre les groupes ne
montre aucune différence significative (cf. tableau 12).
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Tableau 12 – Comparaisons intergroupes des taux de réponse aux odeurs SC+, SC- et
2-hept lors des tests de rappel à 1 h, 24 h et 48 h pour les expériences d’injections localisées
de siRNA Amelα7 18 h avant un conditionnement discriminatif
Par conséquent, l’injection de siRNA Amelα7 au niveau des lobes antennaires
n’induit pas d‘effet sur l’apprentissage olfactif et sur la mémoire testée à 1 h, 24 h
et 48 h.
IV.2.2.1.2 Calices
Les injections de siRNA ont été effectuées 18 h avant le conditionnement au
niveau des calices des corps pédonculés. Les résultats sont présentés sur la figure 56.
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Figure 56 – Performances d’acquisition et de rappel des groupes GFP (gauche) et α7
(droite) ayant reçu une injection dans les calices 18 h avant le conditionnement.
Au cours de la phase d’acquisition, les animaux des deux groupes présentent des
courbes d’acquisition différentes pour le SC+ et le SC- (Interaction SC x Essai :
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GFP : F2,200 = 35,35, p = 7,20E-14 ; α7 : F2,230 = 34,43, p = 8,33E-14). La compa-
raison des performances au SC+ et SC- lors du 3ème essai de conditionnement au
sein de chaque groupe atteste de ces différences (GFP : χ2 = 21,04, p = 4,49E-6 ;
α7 : χ2 = 26,03, p = 3,35E-7). Le traitement, siRNA GFP versus siRNA Amelα7,
n’affecte pas les capacités d’apprentissage des animaux (Interaction Traitement x
Essai x SC : F2,430 = 0,06, p = 0,93).
Au cours des tests de rappel, le groupe GFP répond de manière significativement
plus élevée au SC+ qu’au SC- (1 h : χ2 = 22,04, p = 2,67E-6 ; 24 h : χ2 = 19,36,
p = 1,08E-5 ; 48 h : χ2 = 17,39, p = 3,04E-5) ou au 2-hept (1 h : χ2 = 17,05, p =
3,64E-5 ; 24 h : χ2 = 18,05, p = 2,15E-5 ; 48 h : χ2 = 11,53, p = 6,85E-4). Le taux
de réponse au SC- est identique au taux de réponse au 2-hept (1 h : χ2 = 3,2, p =
0,07 ; 24 h : χ2 = 0,44, p = 0,50 ; 48 h : χ2 = 4,17, p = 0,04).
Pour le groupe α7, le taux de réponse au SC+ est significativement supérieur aux
taux de réponse au SC- (1 h : χ2 = 22,04, p = 2,69E-6 ; 24 h : 25,04, p = 5,62E-7 ;
48 h : χ2 = 14,09, p = 1,74E-4) et au 2-hept (1 h : χ2 = 18,05, 2,15E-5 ; 24 h : χ2 =
17,39, p = 3,04E-5 ; 48 h : χ2 7,69, p = 5,58E-3). Par ailleurs, les taux de réponse
aux SC- et 2-hept sont identiques (1 h : χ2 = 2,25, p = 0,13 ; 24 h : χ2 = 2,08, p =
0,15 ; 48 h : χ2 = 1,45, p = 0,23).
La comparaison des taux de réponse à chacune des 3 odeurs entre les groupes ne
montre aucune différence significative (cf. tableau ??).
L’injection de siRNA Amelα7 au sein des calices n’induit pas d’effet sur l’acqui-
sition et la mémoire testée à 1 h, 24 h et 48 h.
IV.2.2.1.3 Lobes verticaux
Enfin, l’injection de siRNA a été effectuée au niveau des lobes verticaux, et ceci
18 h avant l’apprentissage. Les résultats sont représentés sur la figure 57.
Les abeilles des deux groupes apprennent à répondre à l’odeur SC+ et à ne pas
répondre à l’odeur SC- (Interaction Essai x SC : GFP : F2,230 = 20,22, p = 8,14E-9 ;
α7 : F2,230 = 19,92, p = 1,05E-8). La comparaison des taux de réponse au 3ème
essai entre les 2 odeurs montre que ceux-ci sont significativement différents pour les
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Figure 57 – Performances d’acquisition et de rappel des groupes GFP (gauche) et α7
(droite) ayant reçu une injection dans les lobes verticaux 18 h avant le conditionnement.
groupe GFP (χ2 = 21,04, p = 4,49E-6) et α7 (χ2 = 26,03, p = 3,35E-7). Aucune
différence entre les performances d’apprentissage des deux groupes n’a été observée
(Interaction Traitement x Essai x SC : F2,460 = 0,20, p = 0,82).
Lors des tests de rappel, le groupe GFP a un taux de réponse au SC+ significa-
tivement supérieur par rapport au SC- (1 h : χ2 = 23,04, p = 1,59E-6 ; 24 h : χ2 =
13,14, p = 2,90E-4 ; 48 h : χ2 = 18,05, p = 2,15E-5) et au 2-hept (1 h : χ2 = 23,04,
p = 1,59E-6 ; 24 h : χ2 = 14,45, p = 1,44E-4 ; 48 h : χ2 = 13,07, p = 3,01E-4). Les
taux de réponse au SC- et au 2-hept sont similaires (1 h : χ2 = 0, p = 1 ; 24 h : χ2
= 0, p = 1 ; 24 h : χ2 = 1,07, p = 0,30).
En ce qui concerne le groupe α7, les taux de réponse au SC+ sont significati-
vement plus élevés que ceux observés pour le SC- (1 h : χ2 = 31,03, p = 2,54E-8 ;
24 h : χ2 = 9,33, p = 2,25E-3 ; 48 h : χ2 = 23,31, p = 1,38E-6) et le 2-hept (1 h :
χ2 = 23,04 p = 1,59E-6 ; 24 h : χ2 = 9,33, p = 2,25E-3 ; 48 h : χ2 = 11,53, p =
6,85E-4). Au cours des deux premiers tests de rappel, les taux de réponse au 2-hept
sont similaires à ceux du SC- (1 h : χ2 = 4,9, p = 0,03 ; 24 h : χ2 = 4,08, p = 0,04),
Le taux de réponse au 2–hept est supérieur à celui du SC- lors du test à 48 h (48
h : χ2 = 8,64, p = 3,28E-3).
La comparaison des taux de réponse à chacune des 3 odeurs entre les groupes ne
montre aucune différence significative (cf. tableau ??).
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Site d'injection siRNA GFP (Int. Essai x SC) siRNA Amelα7 (Int. Essai x SC) Comparaison GFP vs Amelα7 
Lobes antennaires F2,195 = 34,66, p = 1,32E-13 F2,210 = 30,16, p = 2,83E-12 F2,405 = 0,31, p = 0,73 
Calices  F2,230 = 34,05, p = 1,12E-13 F2,215 = 28,34, p = 1,20E-11 F2,445 = 0,49, p = 0,61 
Lobes verticaux F2,205 = 20,65, p = 6,76E-9 F2,240 = 37,21, p = 8,40E-15 F2,445 = 0,52, p = 0,59 
Tableau 13 – Comparaisons intergroupes des courbes d’apprentissage pour les expériences
avec injections localisées de siRNA 18 h avant le test de rappel à 24 h
Au regard de ces résultats, il apparaît que l’injection de siRNA Amelα7 avant
l’apprentissage au niveau des lobes verticaux ne perturbe pas les capacités d’ap-
prentissage, ni les capacités à restituer une information apprise à 1 h, 24 h et 48
h.
En conclusion, les injections localisées de siRNA Amelα7 réalisées
avant l’acquisition au sein des lobes antennaires, des calices ou des lobes
verticaux n’engendrent aucun effet sur l’apprentissage ou les tests de
rappel qui suivent.
IV.2.2.2 Injection avant le rappel à 24 h d’un conditionnement discri-
minatif
Au cours de cette dernière série d’expériences, des injections localisées de siRNA
Amelα7 ont été réalisées au niveau des mêmes structures 18 h avant le test de rappel
à 24 h. Ces expériences avaient pour but de montrer quelles structures exprimant
les sous-unités nicotiniques Amelα7 pouvaient être impliquées dans les processus de
rappel. Pour chaque structure, les abeilles conditionnées ont été divisées en deux
groupes, l’un recevant le siRNA contre la GFP et l’autre le siRNA contre Amelα7.
Les performances d’apprentissage des deux groupes ont été comparées, montrant
que l’acquisition était identique entre les deux groupes (tableau 13).
IV.2.2.2.1 Lobes antennaires
Les injections de siRNA ont été effectuées au niveau des lobes antennaires 18
h avant le test de rappel. Les résultats sont représentés sur la figure 58. Lors du
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premier test, effectué 24 h après l’apprentissage, les groupes GFP et α7 présentent
des taux de réponse plus importants pour le SC+ que pour le SC- (GFP : χ2 =
21,04, p = 4,49E-6 ; α7 : χ2 = 20,04, p = 7,56E-6) ou le 2–hept (GFP : χ2 = 15,43,
p = 8,57E-5 ; α7 : χ2 = 17,05, p = 3,63E-5). Aucune différence entre les taux de
réponse au SC- et au 2-hept n’a été observée (GFP : χ2 = 1,5, p = 0,22 ; α7 : χ2 =
0,36, p = 0,55).
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Figure 58 – Performances d’acquisition et de rappel des groupes GFP (gauche) et α7
(droite) ayant reçu une injection dans les lobes antennaires 18 h avant le test de rappel à
24 h.
A 48 h, les animaux des 2 groupes ont un profil de réponses semblable à celui
observé lors du premier test de rappel. Les abeilles ont un taux de réponse plus élevé
pour le SC+ par rapport au SC- (GFP : χ2 = 14,09, p = 1,75E-4 ; α7 : χ2 = 12,50,
p = 4,07E-4) et au 2-hept (GFP : χ2 = 12,07, p = 5,12E-4 ; α7 : χ2 = 14,06, p =
1,77E-4). De même, les taux de réponse au SC- et au 2-hept sont similaires (GFP :
χ2 = 1,45, p = 0,23 ; α7 : χ2 = 0, p = 1).
La comparaison des performances entre les groupes GFP et α7 ne montre aucune
différence significative quels que soient l’odeur ou le test de rappel considéré (cf.
Tableau 14). Par conséquent, l’injection de siRNA Amelα7 avant le test au sein des
lobes antennaires ne perturbe pas les processus de rappel.
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Structure Lobes antennaires Calices Lobes verticaux 
Test de rappel 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 
SC+ p = 0,77 p = 0,81 p = 0,34 p = 0,22 p = 0,34 p = 0,21 
SC- p = 0,81 p = 0,16 p = 0,79 p = 1 p = 0,79 p = 1 
2-heptanone p = 1 p = 1 p = 0,82 p = 0,83 p = 0,83 p = 0,83 
Tableau 14 – Résultats des tests statistiques utilisés pour les comparaison intergroupes
des taux réponse aux différentes odeurs au cours des test de rappel à 24 h et 48 h après
une injection localisée de siRNA Amelα7.
IV.2.2.2.2 Calices
Les injections ont ensuite été réalisées au niveau des calices des corps pédonculés.
Les réusltats sont représentés sur la figure 59.
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Figure 59 – Performances d’acquisition et de rappel des groupes GFP (gauche) et α7
(droite) ayant reçu une injection dans les calices 18 h avant le test de rappel à 24 h.
A 24 h, les animaux des deux groupes présentent un taux de réponse au l’odeur
SC+ significativement supérieur aux taux de réponse au SC- (GFP : χ2 = 26,04,
p = 3,35E-7 ; α7 : χ2 = 21,04, p = 4,49E-6) et au 2-hept (GFP : χ2 = 16,06, p =
6,15E-5 ; α7 : χ2 = 9,39, p = 2,18E-3). Par ailleurs, le groupe GFP a un taux de
réponse au 2-hept supérieur à celui du SC- (χ2 = 6,75, p = 9,37E-3), ce qui n’est
pas le cas pour le groupe α7 (χ2 = 4,92, p = 0,03).
A 48 h, les groupes GFP et α7 ont, comme pour le test précédent, un taux de
réponse au SC+ significativement supérieur au taux de réponse au SC- (GFP : χ2 =
13,47, p = 2,42E-4 ; α7 : χ2 = 20,04, p = 7,56E-6) et au 2-hept (GFP : χ2 = 10,32,
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p = 1,32E-3 ; α7 : χ2 = 15,06, p = 6,15E-5). Les taux de réponse au 2-hept sont
similaires à celui du SC- (GFP : χ2 = 0,08, p = 0,79 ; α7 : χ2 = 0,75, p = 0,39).
Les comparaisons intergroupes des taux de réponse aux différentes odeurs ob-
tenus lors des deux tests de rappel ne montrent aucune différence significative (cf.
Tableau 14)
Ainsi, l’injection de siRNA Amelα7 au niveau des calices n’induit aucun effet sur
la restitution des informations olfactives.
IV.2.2.2.3 Lobes verticaux
Lors de cette dernière expérience, les injections de siRNA ont été effectuées au
niveau des lobes verticaux. Les résultats sont présentés sur la figure 60.
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Figure 60 – Performances d’acquisition et de rappel des groupes GFP (gauche) et α7
(droite) ayant reçu une injection dans les lobes verticaux 18 h avant le test de rappel à 24
h.
Au cours du test de rappel à 24 h, les groupes GFP et α7 ont des taux de réponse
au SC+ significativement supérieurs à ceux obtenus pour le SC- (GFP : χ2 = 23,04,
p = 1,59E-6 ; α7 : χ2 = 23,04, p = 1,59E-6) et le 2-hept (GFP : χ2 = 16,41, p =
5,1E-5 ; α7 : χ2 = 6,67, p = 9,82E-3). Le taux de réponse au SC- est similaire au
2-hept pour le groupe GFP (χ2 = 3,2, p = 0,07) mais pas pour le groupe α7 (χ2 =
12,07, p = 5,12E-4).
Lors du second test de rappel, les taux de réponse au SC+ sont significativement
supérieurs au taux de réponse au SC- (GFP : χ2 = 15,06, p = 1,04E-4 ; α7 : χ2 =
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23,04, p = 1,59E-6) et au 2-hept (GFP : χ2 = 14,06, p = 1,77E-4 ; α7 : χ2 = 16,06,
p = 6,15E-5) pour les deux groupes. Les taux de réponse aux SC- et au 2-hept sont
similaires pour le groupe GFP (χ2 = 0, p = 1) et pour le groupe α7 (χ2 = 3,27, p
= 0,07).
La comparaison intergroupes des taux de réponse aux différentes odeurs utili-
sées au cours des tests de rappel ne montrent pas de différence significative (cf.
Tableau 14).
En conclusion, l’injection de siRNA Amelα7 au niveau des lobes verticaux n’af-
fecte pas les processus de rappel. Le fort taux de réponse pour le 2-hept obtenu
lors du test à 24 h par le groupe α7 laisse penser que la discrimination des odeurs
pourrait être perturbée.
Globalement, les injections localisées de siRNA Amelα7 n’induisent
pas d’effet sur la restitution d’une information apprise au cours d’un
conditionnement olfactif discriminatif.
Chapitre V
Discussion
V.1 Utilisation des siRNA pour réduire l’expression
des sous-unités nicotiniques Amelα7 et Amelα8
Plusieurs expériences utilisant l’interférence d’ARN ont été réalisées chez l’abeille
pour réduire l’expression d’une protéine (Récepteur Octopamine, Récepteur NMDA,
etc.) afin d’en étudier la fonction (cf. Partie Contexte scientifique ; Utilisation de
l’interférence d’ARN chez l’abeille). A ce jour, seules deux études ont utilisé des
siRNA chez l’abeille, dirigés pour l’une, contre la sous-unité NR1 (Mussig et al
2011) et pour l’autre, contre une sous-unité des récepteurs GluCl (El Hassani et al
2012) montrant ainsi l’efficacité de cet outil dans le cadre de l’étude fonctionnelle
d’une protéine.
Mon travail de thèse a consisté à injecter dans le cerveau de l’abeille des siRNA
dirigés contre deux sous-unités nicotiniques, Amelα7 et Amelα8, afin de définir le rôle
des récepteurs qu’elles forment, dans l’apprentissage associatif et la mémoire. Des
injections systémiques de siRNA ont permis de réduire l’expression protéique des 2
sous-unités d’environ 25 % à un délai de 6 h pour Amelα8 et et de 18 h Amelα7. Les
réductions de la quantité de protéines dans le cerveau de l’abeille ont été précédées
d’une réduction de l’expression des ARNm correspondants, mise en évidence par
PCR quantitative. Ces délais ont été utilisés pour les expériences comportementales
associant des injections systémiques ou locales de siRNA au conditionnement. La
différence entre les délais d’injection des 2 siRNA utilisés permettant d’obtenir une
réduction significative de l’expression des protéines ciblées pourrait être due à une
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différence dans la quantités des sous-unités Amelα7 et Amelα8 exprimés dans le
cerveau ou dans la cinétique du renouvellements de ces protéines.
Des injections localisées de siRNA ont été effectuées au sein de trois structures
cérébrales impliquées dans l’apprentissage et la mémoire olfactive telles que les lobes
antennaires, les calices et les lobes verticaux des corps pédonculés. Dans le but de
vérifier la diffusion de ces siRNA, des injections unilatérales de siRNA couplés à un
fluorochrome ont été effectuées au sein de ces trois structures. Les marquages ont
montré une diffusion ipsilaterale dans la zone injectée, ce qui permet d’affirmer que
la réduction d’expression des protéines ciblées était locale.
V.2 Rôles des récepteurs Amelα8∗
V.2.1 Les récepteur Amelα8∗ sont impliqués dans les proces-
sus de rappel
Nos expériences montrent que les récepteurs nicotiniques localisés autour du lobe
vertical et qui comportent au moins une sous-unité Amelα8 (Récepteurs Amelα8∗)
sont impliqués dans les processus de rappel.
Les injections systémiques pré-apprentissage de siRNA contre Amelα8 entrainent
une perturbation des processus de rappel qui se manifeste par de faibles taux de
réponse au SC+ lors des test à 1 h et 24 h suivis d’ une récupération à 48 h Cette
perturbation est amplifiée avec une injection pré-apprentissage au niveau des lobes
verticaux. La réduction des réponses au SC+, visible pendant l’apprentissage et lors
des tests de rappel à 1 h et 24 h similaires est toujours suivie par une récupération
à 48 h. De plus, lorsque l’injection locale est effectuée avant le test de rappel à 24
h, une très forte diminution des réponses au SC+ est observée à 24 h et 48 h.
Les effets induits par les injections effectuées avant le test de rappel à 24 h au
sein des lobes verticaux ne sont pas retrouvées avec les injections systémiques. L’ex-
plication la plus simple est de considérer que la quantité de siRNA parvenant aux
lobes verticaux après une injection localisée est beaucoup plus importante qu’après
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une injection systémique, étant donné que la même quantité de siRNA a été injectée
dans les deux cas. Par ailleurs, lorsque les injections sont effectuées avant l’acquisi-
tion dans les lobes verticaux, une baisse des réponses au SC+ est enregistrée pendant
l’apprentissage Nous interprétons cette baisse comme une perturbation des proces-
sus de rappel mis en jeu dans l’acquisition, à partir de la 2ème présentation du
SC+. La baisse des performances d’apprentissage est suivie d’une récupération des
réponses au test de 48 h qui indique que les abeilles ont appris malgré des taux de
conditionnement faibles. L’effet sur l’acquisition n’est pas observé avec une injection
systémique réalisée avant l’apprentissage, seuls les taux de réponses à 1 h sont for-
tement réduits ainsi que la discrimination lors des tests suivants. Globalement les
injections dans les lobes verticaux ont des effets plus rapides et plus importants que
les injections systémiques. Ces différences pourraient s’expliquer par la dynamique
de la délétion induite par les siRNA. Le délai d’action des siRNA pourrait être rac-
courci lors des injections localisées, étant donnée leur plus grande concentration au
sein des lobes verticaux. Ceci pourrait également expliquer les effets prolongés de
l’injection dans les lobes verticaux sur le rappel. Il serait intéressant de quantifier
la diminution d’Amelα8 à différents délais après l’injection siRNAs dans les lobes
verticaux mais la diffusion vers des régions diffuses du lobe protocérébral latéral
rend le prélèvement de tissu difficile à réaliser.
Une modification de la perception olfactive ne peut expliquer nos résultats étant
donné que les performances d’apprentissage (au cours de l’expérience 1) ne sont pas
affectées par des injections de siRNA avant la phase d’acquisition. De même, les in-
jections au niveau des lobes antennaires et des calices, avant l’acquisition et avant le
test de rappel, n’engendrent aucune modification comportementale. Il apparaît donc
clairement que les récepteurs Amelα8∗ exprimés au niveau des lobes verticaux par-
ticipent au processus nécessaire à la restitution d’une information olfactive apprise
au cours d’un conditionnement appétitif.
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V.2.2 Un lien probable entre les récepteur Amelα8∗ et la mé-
camylamine
Ces résultats font écho à ceux obtenus dans les études couplant l’injection céré-
brale de mécamylamine et l’apprentissage associatif. Les injections systémiques de
mécamylamine bloquent les processus de rappel après un conditionnement olfactif
et tactile réalisés en un ou en plusieurs essais (Gauthier et al 2006 ; Dacher et al
2005). L’injections localisée de mécamylamine au niveau des lobes verticaux induit
ce même effet sur le rappel (Lozano et al 2001). Chez le vertébré la mécamylamine
cible préférentiellement les récepteurs de type α3β4 et nous avons souligné que la
sous-unité Amelα8 est la sous-unité nicotinique d’abeille la plus proche de la sous-
unité α3 de vertébré. Nous faisons donc l’hypothèse que la sous-unité Amelα8 entre
dans la composition de récepteurs nicotiniques sensibles à la mécamylamine.
V.2.3 Localisation des récepteurs Amelα8∗ impliqués dans le
restitution de la mémoire
D’après les patrons d’expressions de la sous-unité Amelα8 déterminés par hy-
bridation in situ ou par PCR sur cellule unique et les western blot effectués sur
différentes régions du cerveau, il apparaît que la sous-unités Amelα8 est présente
au niveau de plusieurs régions impliquées l’olfaction et les processus de mémoire.
Cependant, ce travail de thèse montre que seule la sous-expression de la sous-unité
Amelα8 au niveau des lobes verticaux des corps pédonculés induit une perturba-
tion du processus de rappel. Les injections de siRNA couplés au FITC ont permis
de montrer leur zone de diffusion. Nous avons observé qu’un ensemble de neurones
ressemblant au « cluster » A4 décrit par Rybak et Menzel (1993) était fortement
marqué. Ces neurones sont à l’origine du tractus α-LPL qui relie le lobe vertical
au lobe protocérébral latéral. . Il semble donc que le lobe protocérébral latéral soit
impliqué dans les processus de rappel par l’intermédiaire d’une connexion choliner-
gique avec le lobe vertical. Les neurones de ce tractus qui exprimeraient Amelα8
pourrait être ciblés par des siRNA dirigés contre cette sous-unité, et ceci pourrait
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conduire à une perturbation des processus de rappel. Récemment, il a été montré
chez la drosophile que certains neurones extrinsèques des corps pédonculés étaient
nécessaires pour le rappel et qu’ils étaient cholinergiques. Ces neurones s’arborisent
dans la corne latérale et dans les lobes verticaux (Séjourné et al. 2011).
V.2.4 Rôle des lobes verticaux et de la corne latérale dans la
restitution de la mémoire
Comme cela avait été montré avec la mécamylamine (Lozano et al 2001) et,
comme le montre ce travail de thèse, il semble que les lobes verticaux jouent un
rôle majeur dans la restitution de la mémoire. Les lobes verticaux sont considérés
comme la zone de sortie des corps pédonculés. De nombreux neurones extrinsèques
présentent des arborisations au niveau de lobes verticaux et certains se projettent
vers les calices ou vers le lobe protocérébral latéral. Chez la drosophile, le LPL est
impliqué dans les réponses innées de répulsions à certaines odeurs (Wang et al 2003).
Par ailleurs, il semble que les calices n’hébergent pas la mémoire olfactive mais
que ce rôle incombe plutôt aux lobes verticaux ou au LPL (Lozano et al. 2001 ; Dub-
nau et al 2001). Le neurone Pe1 qui relie le lobe vertical au LPL modifie son activité
de décharge au cours du conditionnement olfactif. Cette modification correspond à
une baisse de la fréquence des potentiels après plusieurs essais de conditionnement
(Mauelsaghen 1993). Le neurotransmetteur de ce neurones est encore inconnu, on
sait cependant qu’il reçoit des afférences GABAergique provenant probablement de
neurones PCT (Okada et al 2007) qui présentent également des modifications de
réponses dépendantes de l’expérience (Haennel & Menzel 2010). Nous faisons l’hy-
pothèse que les informations olfactives arrivant au niveau du LPL au cours d’un test
de rétention seraient comparées à une information stockée auparavant au cours d’un
apprentissage. Ainsi, le résultat de cette comparaison dont les processus ne sont pas
connus, conduirait au déclenchement d’une réponse motrice adaptée. L’hypothèse
que nous formulons sur le processus de rappel est illustrée par la figure 61. Au cours
du conditionnement, l’association odeur/ sucre semble se faire au niveau des calices
et/ou des lobes antennaire. Par la suite, la trace mnésique pourrait être stockée,
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après traitement par les corps pédonculés au niveau de la sortie, au sein des lobes
verticaux qui interagissent avec la corne latérale. Au cours du test de rétention, les
informations olfactives entrantes, issues du lobe antennaire et conduites par le ml-
APT ou le l-APT, pourraient être comparées au niveau de la corne latérale avec les
informations mémorisées et s’en suivrait un déclenchement du REP si l’information
stockée correspond à l’information entrante. On peut imaginer que la corne laté-
rale pourrait se comporter comme un détecteur de nouveauté comme cela a pu être
montré au niveau du subiculum chez le rongeur (Vinagradova 1975).
Enfin, des études récentes réalisés chez la drosophile montrent que certains neu-
rones extrinsèques des corps pédonculés sont nécessaires pour le rappel et sont cho-
linergiques, ce sont les neurones MB-V2. Ces neurones s’arborisent dans la corne
latérale et dans les lobes verticaux (Séjourné et al. 2011). De plus, Chen et collabo-
rateur (2012) ont montré que la formation d’une mémoire à long terme dépend de la
synthèse protéique au sein de 2 neurones extrinsèques dorso-antero-latéraux (DAL)
qui expriment une enzyme nécessaire à la synthèse d’ACh. Ces travaux soulignent
l’importance des neurones extrinsèques cholinergiques proches des corps pédonculés
dans le rappel de l’information et la formation d’une mémoire à long terme.
Hypothèse de fonctionnement des processus liés à l’apprentissage et la mémoire olfactive
Figure 61 – Modèle de l’implication séquentielle de différentes regions du cerveau de
l’abeille dans l’acquisition, le stockage et la restitution des informations olfactives acquises
au cours d’un apprentissage associative.
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V.3 Rôle des récepteurs Amelα7∗
Au cours de ce travail de thèse, le rôle des récepteurs nicotiniques comportant
la sous-unité Amelα7 (Récepteurs Amelα7∗) a été étudié pour différents types d’ap-
prentissages, associatif et non-associatif.
V.3.1 Les récepteurs Amelα7∗ ne sont pas nécessaire à l’ha-
bituation du PER
L’implication des récepteurs nicotiniques dans l’habituation du PER a déjà été
démontrée chez l’abeille. Une facilitation très nette de l’apprentissage est obtenue
avec l’injection de différents antagonistes comme la mécamylamine, la MLA ou l’α-
bgt (Gauthier et al 2010). Cette facilitation qui se manifeste par une diminution
du nombre de stimulations nécessaire pour atteindre le critère d’habituation, n’est
pas observée après l’injection de siRNA dirigés contre Amelα7. Ainsi l’hypothèse
que nous avions formulée, avançant que les récepteurs sensible à l’α-bgt pourraient
être formés de sous-unité Amelα7 par homologie avec ce qui est classiquement ad-
mis chez le vertébré, ne semble pas se vérifier. Nous pouvons également avancer
l’hypothèse que les siRNA injectés de manière systémique n’auraient pas atteint
les régions cérébrales impliquées dans l’habituation, comme les lobes dorsaux, qui
reçoivent les informations gustatives via des neurones cholinergiques et le ganglion
sous-oesophagien où se trouvent les motoneurones innervant les muscles des pièces
buccales (Haupt 2007).
V.3.2 Effets de la délétion d’Amelα7 sur la formation de la
mémoire à long terme
Les injections de siRNA contre Amelα7 18 h avant l’acquisition n’ont pas permis
de mettre en évidence une diminution de la mémoire à long terme qui résulterait
d’une perturbation de la consolidation mnésique. Dans le conditionnement absolu,
seul un effet sur la spécificité de la mémoire à 72 h a été observé. Dans le condition-
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nement discriminatif les performances en acquisition sont très mauvaises et l’absence
de mémoire à 24 h et 48 h indiquent que les animaux n’ont pas appris.
Le délai de 18 h utilisé dans ces expériences ne permet pas de cibler uniquement
la phase de consolidation. Nous avons tenté de raccourcir ce délai au maximum
en réalisant les injections 2 h ou 2 h 30 avant la phase d’acquisition. Dans ces
conditions, nous avons encore observé une baisse des performances d’acquisition.
Dans nos conditions expérimentales, nous ne pouvons pas affirmer que la sous-unité
Amelα7 et, a fortiori les récepteurs qu’elle constitue, n’est pas impliquée dans la
formation de la mémoire. L’utilisation d’un siRNA différent ou d’une concentration
plus forte entrainant une délétion plus rapide pourrait être envisagée pour contourner
cette difficulté.
V.3.3 Implication des récepteurs Amelα7∗ dans l’acquisition :
des résultats contradictoires
Les résultats observés lorsque l’injection de siRNA dirigé contre Amelα77 est
réalisée avant un conditionnement absolu montrent que les récepteurs Amelα7∗ ne
sont pas impliqués dans la phase d’acquisition mais que la mémoire formée à 72 h
est moins spécifique. Le même type d’injection effectué avant un conditionnement
discriminatif bloque l’apprentissage.
L’hypothèse la plus simple pour expliquer ces résultats contradictoires serait que
les récepteurs Amelα7∗ sont nécessaires à la perception olfactive. En effet, lors d’un
conditionnement discriminatif, l’abeille doit apprendre à répondre une odeur SC+
et à ne pas répondre à l’odeur SC- alors que lors d’un conditionnement absolu,
l’abeille doit uniquement apprendre à répondre à l’odeur SC+. Si la sous expression
de récepteurs Amelα7∗ perturbe la perception des odeurs, nous pouvons proposer
que les deux odeurs utilisées lors du conditionnement discriminatif sont perçues par
le groupe α7 comme étant similaires. Ainsi, la tâche d’apprentissage discriminatif
devient impossible, l’odeur récompensée étant perçue identique ou très similaire à
l’odeur non récompensée. L’ambigüité que cette proximité perceptive pourrait in-
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duire une baisse des performances d’apprentissage, l’odeur perçue étant alternative-
ment récompensée et non récompensée.
En revanche, dans le cadre d’un conditionnement absolu (une seule odeur récom-
pensée), une hypothétique perturbation du codage olfactif ne devrait pas empêcher
les animaux d’associer cette odeur à la récompense sucrée (cf. figure 62).
De plus, si nous considérons que l’effet des siRNA est transitoire et que la per-
ception olfactive est restaurée 80 h après l’injection (18 h + 72 h), les animaux
conditionnées avec une odeur « déformée » devraient présenter un déficit au cours
du test de rappel du fait que le stimulus présenté au cours de l’acquisition n’est
pas identique au stimulus présenté lors du test de rappel. C’est le résultat que nous
avons observé, avec des taux de réponses spécifiques plus faibles pour les animaux
α7 du fait d’une augmentation des réponses à l’odeur nouvelle.
Hypothèse d’une modification de la perception olfactive par les réduction de l’expression d’Amelα7 
et ses conséquences sur le conditionnement classique et discriminatif
Figure 62 – Hypothèse d’une perturbation de la perception olfactive par la sous expression
de la sous-unité Amelα7 et consequences de cette perturbation sur le conditionnement
absolu (A) et le conditionnement discrimininatif (B).
Cependant, l’injection systémique réalisée avant les tests de rétention ne per-
turbe pas la mémoire olfactive spécifique, invalidant un effet sur la discrimination
des odeurs. Nous faisons l’hypothèse que les phases d’acquisition et de restitution ne
nécessitent pas les mêmes capacités de discrimination et qu’en fonction du moment
de l’injection des siRNA, les conséquences d’une perturbation de l’olfaction sont dif-
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férentes. Par conséquent, bien que les abeilles du groupe α7 ayant reçu une injection
après le conditionnement aient une perception olfactive perturbée, elles sont capables
de discriminer le SC+ du SC- au cours des tests de rappel ; à l’inverse les abeilles
injectées avant un conditionnement discriminatif ou absolu ne peuvent réaliser ces
tâches correctement ; ce qui se traduit, dans le cas du conditionnement discriminatif,
par de faible taux de conditionnement et, dans le cas d’un conditionnement absolu,
par la mise en mémoire d’une odeur « erronée ».
Afin de vérifier l’hypothèse d’une perturbation de la perception olfactive, il se-
rait possible d’envisager deux stratégies expérimentales. La première est basée sur
l’enregistrement des signaux calciques au niveau des lobes antennaires. Cette tech-
nique permettrait de comparer les cartes d’activation glomérulaire induites par le
SC+ chez les groupes GFP et α7. Si l’hypothèse d’une perturbation de la perception
olfactive par la sous expression de la sous-unité Amelα7 est correcte, nous devrions
observer des différences d’activation glomérulaire entre les 2 groupes pour le SC+
et une plus grande proximité des cartes d’activation correspondant aux odeurs SC+
et SC- pour le groupe α7 par rapport au groupe contrôle.
La deuxième stratégie exploite les résultats obtenus par Guerrieri et al (2005)
sur la généralisation de la réponse conditionnée à de nouvelles odeurs en fonction
de quelques caractéristiques chimiques des molécules odorantes. Si nous considérons
que la perturbation de la perception des odeurs est présente chez les animaux α7,
nous pouvons imaginer que plus les molécules odorantes utilisées comme SC+ et
SC- sont proches d’un point de vue perceptif (même longueur de la chaine carbonée
ou mêmes groupes chimiques), plus la tâche de conditionnement discriminatif sera
difficile à accomplir. A l’inverse, si les 2 odeurs utilisées sont très éloignées chimique-
ment (groupement chimiques différents), il sera alors plus facile de les discriminer et
donc, la perturbation engendrée par les siRNA Amelα7 sur la perception olfactive
devrait avoir une plus faible répercussion sur les performances obtenues au cours
d’un conditionnement discriminatif.
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V.3.4 Structures hébergeant les récepteurs Amelα7∗ néces-
saires à l’acquisition ?
Les injections localisées de siRNA au sein des lobes antennaires, des calices et
des lobes verticaux n’ont pas permis de retrouver l’effet des injections systémiques ;
nous n’avons donc pas pu localiser les récepteurs Amelα7∗ impliqués dans les proces-
sus d’acquisition. A cela nous pouvons apporter plusieurs explications : (i) le délai
utilisé n’était peut-être pas adéquat, le délai optimal ayant été déterminé sur la
base d’injection systémique, (ii) les récepteurs Amelα7∗ impliqués dans les proces-
sus d’acquisition sont exprimés par certaines cellules de Kenyon qui n’auraient pas
été ciblées par les injections dans les calices car celles-ci ont été effectuées entre les
calices médians et latéraux et non au centre de chacun des calices. Il sera donc né-
cessaire de poursuivre les expériences avec des injections localisées en choisissant un
délai plus court (i.e. 6 h) comme pour les siRNA dirigés contre Amela8 et d’effectuer
des injections au centre de chaque calice afin de vérifier notre deuxième hypothèse.
Malgré ces résultats, nous pouvons supposer que ces récepteurs se trouvent au
niveau des lobes antennaires. Thany et al. en 2005 et, plus récemment, Dupuis et
al. (2011) ont montré que la sous-unité Amelα7 était exprimée par les cellules du
lobe antennaire. Par contre cette sous-unité n’est pas présente dans les cellules de
Kenyon (Dupuis et al. 2011). On peut donc supposer que Amelα7 rentre dans la
composition des récepteurs nicotiniques présents sur les neurones de projection et
les neurones locaux et est à l’origine des courants nicotiniques spécifiques qui ne sont
pas retrouvés dans les cellules de Kenyon (Dupuis et al. 2011). Les enregistrements
électrophysiologiques, sur les cellules du lobe antennaire, des courants induits par
l’acétylcholine montrent que les récepteurs sont sensibles à l’α-bgt et sont perméables
au calcium (Barbara et al. 2005). Ces données sont à rapprocher des données chez
les vertébrés montrant que les récepteurs nicotiniques homomériques formés de sous-
unités α7 ont une perméabilité calcique élevée.
En résumé, les résultats obtenus au cours de cette thèse valident par-
tiellement l’hypothèse avancée par Gauthier et collaborateurs (Gauthier
et al. 2006 ; Dupuis et al. 2012). L’hypothèse postulait que les récepteurs
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sensibles à l’α-bgt (ou à la MLA) participent à la formation de la mé-
moire à long terme alors que les récepteurs sensibles à la mécamylamine
sont impliqués dans la restitution d’une information apprise. Etant don-
nés les nombreux travaux chez les vertébrés montrant une relation entre
la composition en sous-unités des récepteurs nicotiniques et la sensibi-
lité aux antagonistes nicotiniques (Jensen et al 2005), et la proximité
phylogénétique des sous-unités d’insectes et de vertébrés, Gauthier et
coll. avaient proposé que les récepteurs sensibles à l’α-bgt chez l’abeille
pourraient être homomériques et formés de sous-unité Amelα7 et les ré-
cepteurs insensibles à l’α-bgt (et sensible à la mécamylamine) pourraient
être hétéromériques et formés, entre autres, de la sous-unité Amelα8. Les
résultats obtenus montrent que la sous-unité Amelα8 est impliquée dans
les processus de rappel. La sous-expression de cette sous-unité, en parti-
culier au sein des lobes verticaux, reproduit l’effet induit par la mécamy-
lamine au sein de ces mêmes structures (Lozano et al 2001). A l’inverse,
les résultats obtenus avec les siRNA anti-Amelα7 semblent remettre en
cause l’hypothèse d’une implication des récepteurs formés de sous-unités
Amelα7 dans la formation de la mémoire à long terme et soulignent l’im-
portance que pourrait avoir ces récepteurs dans la perception olfactive.
V.4 Perspectives générales
V.4.1 Localisation précise des sous-unités nicotiniques
Au cours de ce travail de thèse, le temps nous a manqué pour réaliser des mar-
quages immuno-histochimiques des sous-unités Amelα7 et Amelα8. Cependant nous
avons a disposition des anticorps qui ont montré leur efficacité en western blot,
et bien qu’il soit impossible d’affirmer qu’ils seront utilisables pour des marquage
immuno-histochimique, ces outils pourraient nous permettre de préciser la locali-
sation exacte de ces deux sous-unités. En effet, les seules informations disponibles
sur la répartition des récepteurs nicotiniques ont été fournies par les marquages de
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Kreissl et Bicker (1989) utilisant l’α-bgt marqué. Outre le fait qu’il n’est pas impos-
sible que tous les récepteurs ne soient pas sensibles à l’α-bgt, cette étude est assez
ancienne et les nouveaux outils dont nous disposons aujourd’hui, (i.e. microscopie
confocale) apporteraient sans doute plus de précision. De plus, dans l’hypothèse où
les anticorps fonctionneraient sur coupe de cerveaux, il serait possible d’effectuer
des doubles marquages anti-Amelα7 / anti-Amelα8 et ainsi de voir si les sous-unités
sont exprimées au niveau des même structures, des mêmes réseaux ou éventuelle-
ment par les mêmes neurones. Enfin, il serait envisageable d’effectuer des doubles
marquages avec des anticorps permettant de préciser les compartiments synaptique
(pré ou post-synaptique) avec la synapsine et la f-actine-phaloïdine en se basant sur
les travaux de l’équipe de Rössler (Frambach et al 2004) sur les microglomérules
présents au niveau des calices des corps pédonculés. Ces informations sont impor-
tantes pour mieux comprendre les effets observés avec les antagonistes nicotiniques
et les siRNA. En l’état actuel de nos connaissances, seuls les ARNm de quelques
sous-unités ont été localisés (Thany et al. 2003, 2005 ; Dupuis et al. 2011) mais
le compartiment cellulaire qui exprime les sous-unités n’est pas connu. Il est donc
très important de développer de nouvelles techniques chez l’abeille qui permettront
de préciser la localisation pré ou post synaptique des récepteurs nicotiniques qui
interviennent dans l’apprentissage et la mémoire olfactive.
V.4.2 Rôle de la sous-unité Amelβ1
Nous pensons que la stratégie consistant à étudier systématiquement toutes les
sous-unités nicotiniques présentes chez l’abeille domestique (11 au total) est très
coûteuse. Nous proposons plutôt de sélectionner, parmi les sous-unités exprimées
dans les voies olfactives (5), une sous-unité qui pourrait former, en association avec
Amelα8, des récepteurs hétéromériques. Chez le vertébré, la très grande majorité des
récepteurs hétéromériques comporte une sous-unité de type β. Chez A. mellifera,
il en existe deux : Amelβ1 et Amelβ2 (Jones et al, 2006). Cependant, la meilleure
candidate semble être Amelβ1 car cette dernière est phylogénétiquement plus proche
des sous-unités β présentes chez les autres insectes chez lesquels l’existence de récep-
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teurs nicotiniques α/β1 a déjà été montrée. Plus simplement, Amelβ1 est la seule
sous-unité β exprimée dans les voies olfactives. Dans ce contexte, si les récepteurs
hétéromériques sont formés de sous-unités Amelα8 et Amelβ1, la sous expression de
la sous-unité Amelβ1 devrait, en toute logique, induire des effets sur les processus
de restitution similaires à ceux observés pour Amelα8.
V.4.3 Vers la composition des récepteurs nicotiniques d’abeilles
Bien que les travaux de Dupuis et al (2011) montrent que seules 4 sous-unités
(α2, α7, α8 et β1) sur les 11 existantes sont exprimées dans les cellules des lobes
antennaires et les cellules de Kenyon, la composition des récepteurs nicotiniques
chez l’abeille reste encore inconnue. Ce travail de thèse démontre que les sous-unités
Amelα7 et Amelα8 n’appartiennent pas aux mêmes récepteurs étant donné que la dé-
létion de l’une ou l’autre n’induit pas les mêmes effets comportementaux. Cependant,
seule l’expression des sous-unités d’abeille en système hétérologue (i.e ovocytes de
xénoppe) permettra de connaître la composition et les propriétés pharmacologiques
des récepteurs qu’elles forment. Cependant, cette technique ne s’est pas montrée très
efficace pour étudier les récepteurs nicotiniques d’insectes (pour revue voir Thany
2010). Une solution alternative serait de coupler l’interférence d’ARN aux enregis-
trements électrophysiologiques des courants nicotiniques sur des cellules de lobes
antennaires ou de cellules de Kenyon et d’observer les modifications induites sur les
courants par la délétion de différentes sous-unités nicotiniques.
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Conclusion
Mon travail de thèse a permis de mettre en évidence l’implication distincte de
différents types de récepteurs nicotiniques comportant les sous-unités Amelα7 ou
Amelα8 dans les processus neurobiologiques qui sous-tendent l’apprentissage et la
mémoire olfactive grâce au couplage de l’interférence d’ARN avec le conditionnement
des abeilles.
Ce travail apporte des données nouvelles sur le rôle du système cholinergique et
plus précisément des récepteurs nicotiniques dans la mémoire chez l’insecte. Il dévoile
l’implication des lobes verticaux dans les processus de rappel par l’intermédiaire
des récepteurs nicotiniques comportant la sous-unité Amelα8 et suggère que ces
récepteurs seraient hétéromériques. Le blocage de l’apprentissage discriminatif par la
délétion partielle des récepteurs formés de sous-unités Amelα7 est interprété comme
une perturbation de la perception olfactive. Contrairement à notre hypothèse, ces
résultats suggèrent aussi que les récepteurs sensibles à l’α-bgt ne seraient pas formés
de sous-unités Amelα7 comme cela a pu être montré chez le vertébré.
De nombreuses questions restent encore sans réponse. La localisation des récep-
teurs comportant les sous unités Amelα8 et Amelα7 au sein du cerveau de l’abeille
doit être précisée. De même l’existence d’autres types de récepteurs doit être étu-
diée ainsi que leurs fonctions. L’utilisation des ARN interférents couplés à d’autres
techniques (électrophysiologie intracellulaire, patch-clamp, expression hétérologue)
devrait permettre de préciser la composition moléculaire des récepteurs nicotiniques
chez l’insecte qui reste pour l’instant largement inconnue.
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Nicotinic  acetylcholine  receptors  (nAChRs)  are  widely  expressed  throughout  the  central  nervous  system
of insects  where  they  supply  fast  synaptic  excitatory  transmission  and  represent  a major  target  for  several
insecticides.  The  unbalance  is  striking  between  the  abundant  literature  on  nAChR  sensitivity  to  insec-
ticides  and  the rarity  of information  regarding  their  molecular  properties  and  cognitive  functions.  The
recent  advent  of genome  sequencing  disclosed  that  nAChR  gene  families  of insects  are  rather  small-sized
compared  to vertebrates.  Behavioral  experiments  performed  in  the  honeybee  demonstrated  that  a sub-
population  of nAChRs  sensitive  to the venom  -bungarotoxin  and permeant  to  calcium  is  necessary  for
the formation  of  long-term  memory.  Concomitant  data  in Drosophila  reported  that  repetitive  exposure  to
nicotine  results  in a calcium-dependent  plasticity  of  the  nAChR-mediated  response  involving  cAMP  sig-
naling  cascades  and  indicated  that  ACh-induced  Ca++ currents  are  modulated  by monoamines  involved
in aversive  and  appetitive  learning.  As  in vertebrates,  in  which  glutamate  and  NMDA-type  glutamate
receptors  are  involved  in experience-associated  synaptic  plasticity  and  memory  formation,  insects  could
display  a comparable  system  based  on  ACh  and  -Bgt-sensitive  nAChRs.
© 2012  Elsevier  Ltd.  All  rights reserved.
Contents
1. Introduction  . . .  . . .  . . .  .  . . . .  . . . .  . . .  .  . . .  .  . . .  .  . .  . . . . .  . . .  .  . . .  . . . .  . . . . . . .  . . .  . . . . .  . .  . . . . . . .  . . .  . . . .  .  . . . . .  . . .  .  . . . .  .  . . . .  . . .  . . . . . . .  .  . .  . . . . . . . . . .  .  .  .  . .  .  .  .  .  . .  .  .  . . 1554
2.  Insect  nAChR  subunit  genes:  a limited  number  hiding  a great  diversity  of  receptors  . .  .  . . .  .  . . .  . . . . .  . . . . . .  .  . . . . . .  .  .  . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . .  . .  .  .  . . . .  1554
2.1.  Insect  nAChR  gene  families  are  among  the smallest  .  . . . . . . . .  . . .  .  . .  . . .  . . . . . . .  . . . . . . .  . . .  . . . .  .  . . . .  .  . . .  . . . . .  .  . . . .  . . .  .  . . .  . . . . . . . . . . . . .  . .  . . .  . . . 1554
2.2. Post-transcriptional  mechanisms  increase  the  diversity  of  insect  nAChRs  . .  .  . . . . . .  .  . . . . . .  .  . . . . . .  .  .  . . .  .  . .  .  . . .  .  . . . .  .  .  . .  .  .  .  . . . . . . . . .  .  .  . . .  .  .  1555
3.  Insect  versus  mammalian  nAChR  subtypes:  contrasted  pharmacological  properties  .  . . .  .  .  . . .  . . . .  .  . . . . .  .  . .  .  . . .  .  . . .  . .  .  .  . .  .  . . . . . . . . . . . . . .  .  . .  . .  . .  .  . 1556
3.1. Pharmacology  of  heterologously  expressed  insect  nAChRs  . .  .  .  . . . . . .  .  . . . .  .  . . .  .  . . . .  .  . . . . .  . . .  .  . . . .  .  . . . .  . . .  . . .  . . . . .  . .  . . .  . .  .  .  . .  .  . . . . . . . .  .  .  .  . .  1556
3.2.  Native  insect  nAChR  subtypes  differ  from  their  vertebrate  counterparts  .  . .  . . . . . .  .  . . . . . . .  . . . . . .  .  . . . .  . . .  . . .  . . . . .  .  .  . . .  . . . . . .  .  . . .  .  .  .  . . .  . . .  .  . 1557
4.  Distribution  of nicotinic  acetylcholine  receptors  in  the  brain  of insects.  . . . .  . . .  .  . . . . . . .  . . . . . . .  .  . . . .  . .  .  . . . . .  .  . .  . . . . . .  .  . . .  .  . .  . .  .  . .  .  . . . . . .  .  . . .  . .  .  .  . . 1557
5. Do  insect  nAChRs  do more  than  mediating  fast  post-synaptic  excitation?  . . .  .  . . .  .  . . . .  . .  . . .  .  .  .  . .  . . . .  .  . . . . . .  .  . . . . . .  .  . . . . . . .  . . .  . .  .  . . .  .  . . . . .  .  .  . .  .  . .  .  1558
5.1.  Non-associative  learning  and  nicotinic  acetylcholine  receptors  . . . .  . . . .  .  . . .  . .  . . . . . . .  .  . . . .  .  . . .  . . . . .  . .  . . .  . . . .  . . . .  . .  .  .  . . . .  . . .  .  . . . . .  .  . . .  . . . . .  1559
5.2. Classical  conditioning  and  nicotinic  acetylcholine  receptors  .  . . .  . . .  . . .  . . .  . . .  . . . . . . . .  .  . . . .  . .  .  . . . .  .  . .  . .  . . .  . . .  .  . . . . . . . . .  .  . . . .  . . . . . . . . . . .  .  . . . 1559
5.2.1.  -Bgt-sensitive  nAChRs  are  involved  in  long-term  memory  .  . . . . .  .  . . . .  .  . .  . . . . . .  .  . . .  .  . . . . . .  . . . . . . .  . . . . .  .  .  . . . . . . . . . . . . . . . .  . . .  .  .  . .  1559
5.2.2.  Heteromeric  nAChRs  of  the  vertical  lobe  are  involved  in  retrieval  processes  .  . . .  . . .  . . . . .  . . .  . .  .  . . . . . . . .  .  .  . . . . . . . . . . . . . . .  . .  .  .  .  .  . .  1561
∗ Corresponding author at: Université de Toulouse, UPS, Centre de Recherches sur la Cognition Animale (CRCA), 118 route de Narbonne, F-31062 Toulouse Cedex 9,
France.  Tel.: +33 5 61 55 64 71; fax: +33 5 61 55 61 54.
E-mail address: gauthiem@cict.fr (M.  Gauthier).
1 Present address: CNRS, Institut des Maladies Neurodégénératives, UMR  5293, F-33000 Bordeaux, France.
0149-7634/$ – see front matter © 2012 Elsevier Ltd. All rights reserved.
http://dx.doi.org/10.1016/j.neubiorev.2012.04.003
117
Author's personal copy
1554 J. Dupuis et al. / Neuroscience and Biobehavioral Reviews 36 (2012) 1553–1564
6.  Conclusion  . . . .  .  . . . .  . . .  . .  .  . . .  .  . . .  .  .  . .  .  . . .  .  . . .  . . . .  . . .  .  . . .  .  . .  .  .  . . .  .  .  . .  . . .  .  .  . . . . .  .  .  . . . . .  .  .  . . . . . .  . . .  . . .  .  . . . .  . . . .  .  . .  .  . . . . . .  .  . .  . . . .  .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  .  . .  1561
Acknowledgments  . .  . . . .  . . . .  . . . .  . . .  .  . . .  . . .  .  . . .  . . . .  . . .  . . . .  . . . . . . . . . . .  . . . .  . .  .  . . . . . .  .  . . . . .  .  . . .  . . .  . . .  . . . . .  . . .  .  . . .  . . .  .  . .  .  . .  .  .  . . .  . . . .  .  . . . . . .  . . .  .  .  .  . . .  .  . .  .  1562
References  . . .  . . . .  . . . . .  . .  .  . . .  .  . . .  .  . . .  . . .  . . . .  . . . .  .  . .  .  . . .  .  . . .  . . . . . . . .  . . . .  . . .  .  . . . . . .  . . . . . .  . . . . . . .  .  . .  . . .  . .  . . . . . . .  . . . .  . . .  .  . . .  . . . .  .  . . . . .  .  . .  . .  .  . . . . . . . . .  .  .  . 1562
1. Introduction
Acetylcholine (ACh) is the most abundant neurotransmitter in
the brain of insects, particularly in sensory pathways and specif-
ically in the olfactory system (Breer, 1987). ACh can bind both
to ligand-gated ion channels of the vertebrate nicotinic type as
well as G protein-coupled receptors of the muscarinic type, the
former ones being the most represented in the brain. As gluta-
mate in vertebrates, ACh is thought to be the primary excitatory
neurotransmitter in the CNS of insects as attested in honeybees
(Oleskevich, 1999), flies (Lee and O’dowd, 1999; Shang et al., 2007;
Olsen et al., 2007), grasshoppers (Heinrich et al., 1997) and locusts
(Gauglitz and Pfluger, 2001). As a consequence, a lot of insecti-
cides act as blockers of nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs)
or inhibitors of the ACh-degrading enzyme acetylcholinesterase.
An abundant literature is devoted to insect nAChRs and their sen-
sitivity to insecticides (Millar and Denholm, 2007; Tomizawa and
Casida, 2005, 2009; Matsuda et al., 2009) but only a limited amount
of information is available regarding the functional roles of nAChRs
in insect behavioral and cognitive functions. This review article
aims at filling the gap between nAChR subunit-encoding genes and
cognition in insects.
Nicotinic AChRs are one of the most intensively investigated
membrane proteins and their early description at the neuromus-
cular junction of vertebrates led to the formulation of the receptor
concept (Langley, 1907). Most of our structural knowledge on
these receptors comes from investigations on nAChRs from the
electric organs of the ray Torpedo californica,  which disclosed an
architecture that seems to be highly conserved in vertebrates and
among animal species (Karlin, 2002). Insect nAChRs belong to the
dicysteine-loop (‘cys-loop’) superfamily of ligand-gated ion chan-
nels (LGIC) including both cation and anion-permeable ionotropic
receptors (Raymond and Sattelle, 2002). Their stoichiometry is
still unknown and is usually extrapolated from vertebrates in
which nAChRs are transmembrane proteins resulting from the co-
assembly of five subunits to form an oligomeric complex with a
central pore (Fig. 1A). Each subunit possesses a long extracellu-
lar amino-terminal domain containing the ligand binding site as
well as the characteristic cys-loop motif consisting of two disulfide
bond-forming cysteines separated by thirteen amino acid residues.
This cys-loop motif plays a role in nAChR assembly (Green and
Wanamaker, 1997) but also in the kinetics of ion channel gat-
ing (for review, see Albuquerque et al., 2009). ACh binds at the
interface of two  adjacent subunits within a binding site formed
by six distinct regions called loops A–F (Corringer et al., 2000).
This N-terminal region is followed by four transmembrane domains
(M1–M4) and a large cytoplasmic loop between M3  and M4  (Fig. 1B)
which plays a critical role in receptor assembly and harbors sev-
eral phosphorylation sites involved in the regulation of receptor
expression, function and cell surface distribution in mammals (for
review, see Thany et al., 2007; Albuquerque et al., 2009). The M2
transmembrane segments form the ion pore and determine the
channel gating properties, ion selectivity and conductivity (Fig. 1C).
Subunits harboring two adjacent cysteine residues in their N-
terminus at positions equivalent to cys192 and 193 in the nAChR
subunit 1 from the electric organ of T. californica are defined as
 subunits, while subunits lacking these cysteines are named  or
non-. Nicotinic AChRs can exist as homomers of  subunits but
also as heteromers of various combinations of  or  and non-
 subunits. This is a crucial point since the subunit composition
determines the functional and pharmacological properties of the
receptors.
2. Insect nAChR subunit genes: a limited number hiding a
great diversity of receptors
2.1. Insect nAChR gene families are among the smallest
Analyses of genome sequences enabled the identification of
nAChR gene families in various insect species including the fruit fly
Drosophila melanogaster, the malaria mosquito Anopheles gambiae,
the honeybee Apis mellifera, the silk worm Bombyx mori, the pea
aphid Acyrthosiphon pisum and the red flour beetle Tribolium casta-
neum (Table 1). The nAChR gene families of these insect species
remain small with 10 (D. melanogaster), 11 (A. mellifera and A.
pisum) or 12 (B. mori and T. castaneum) genes when compared
to their nematode and vertebrate counterparts comprising 29 and
16 genes, respectively. Based on their high amino acid sequence
homology, insect nAChR subunits are classified into seven core
groups relative to Drosophila subunits, equivalents of D1–D4,
D5–D7, D1 and D2 (Jones and Sattelle, 2010). Comparison
Fig. 1. Topology of insect nicotinic acetylcholine receptors. (A) Schematic stoi-
chiometry of a homomeric receptor formed by five identical subunits arranged
around a central cation-permeable channel. (B) Schematic representation of a nAChR
subunit showing a large N-terminal extracellular domain containing a disulfide bond
between two  cysteine residues, four transmembrane domains (M1–M4) and a large
intracellular loop between M3 and M4  harboring phosphorylation sites (yellow). (C)
Bird’s eye view of the pentameric nicotinic complex. The channel pore is defined by
the M2 transmembrane segments of each subunit. ACh binding sites (red) lie at the
interface between two  adjacent subunits.
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with vertebrate nAChR subunit sequences indicates that one group
only shares a common ancestor with -bungarotoxin-sensitive ver-
tebrate subunits 7 and 8 (e.g. 5, 6, 7), while the six others
diverged from a common ancestor distinct from the one that led to
vertebrate subunits (e.g. 1, 2, 3, 4, 8, 1). Moreover, analysis
of these gene families shows that each insect possesses at least one
distantly related subunit sharing relatively low-sequence identity
with other nAChR subunits. For example, D. melanogaster presents
one divergent subunit of the -type (D3) when A. mellifera has two
divergent subunits (one of the -type [Amel9] and the other of
the -type [Amel2]) and B. mori possesses three (one  [Bmor9]
and two   [Bmor2 and Bmor3]). Although the respective roles of
these species-specific subunits remain unclear, they present a high
interest as target candidates for insecticides in an effort to design
species-selective molecules and preserve beneficial insects.
Even though insect nAChR families are rather compact, the exis-
tence of around ten nAChR subunits which possibly associate to
form homo and/or heteromeric receptors predicts a huge number
of hypothetical nAChR subtypes. Moreover, nAChR diversity can be
considerably increased by the occurrence of post-transcriptional
modification mechanisms such as alternative splicing and mRNA
A-to-I editing.
2.2. Post-transcriptional mechanisms increase the diversity of
insect nAChRs
Alternative splicing and RNA editing are two  post-
transcriptional mechanisms which play an important role in
increasing protein diversity (Sattelle et al., 2005). Alternative
splicing is a process affecting primary gene transcripts (pre-
mRNA) by which the transcription of a single gene may  lead
to the production of multiple proteins. Briefly, it results from
alternative reconnections of pre-mRNA exons during the splicing
phase. Several reorganization mechanisms can take place, either
involving the insertion or deletion of a sequence, leading to long
and short isoforms, or the switch between two  exons (Fig. 2A).
In insect nAChR gene families, alternative splicing is observed
for the 4- and 6-type nAChR subunits (Lansdell and Millar,
2000a; Jones et al., 2005, 2006; Gao et al., 2007; Rinkevich and
Scott, 2009). For example, two exon 4-alternatives (exon 4 and
4′) exist for the 4-type subunits, and insect 6-type subunits
also present alternatives for exons 3 and 8. These remodeling
eventually introduce changes in functionally significant regions.
An example is given by the two versions of Amel6 exon 8 in
which residues in the region linking TM2  with TM3  and involved
in coupling agonist binding to ion channel gating are altered,
potentially affecting the response to ACh. Moreover, alternative
splicing can be the source of species-specific nAChR subunit
isoforms. It is the case in the honeybee where subunit Amel3
presents two variants, the long isoform Amel3L and the short
isoforms Amel3S, differing in size by 13 amino-acid residues
in their TM3–TM4 intracellular loop (Jones et al., 2006). Once
again it is interesting to note that the Amel3L isoform possesses
two additional predicted phosphorylation sites involved in the
control of receptor desensitization and aggregation, suggesting
different receptor properties and regulation mechanisms (Fig. 2B).
Truncated transcripts resulting from alternative splicing are also
described for several insect nAChR subunits. For example D7,
Amel4 and Amel7 subunits have truncated isoforms resulting
from the insertion of a premature stop codon. Yet, the functional
role of these truncated variants remains unknown, although it has
been demonstrated in mammals that co-expression of truncated
variants of murine 7 nAChR subunit with 7 in GH4C1 cells
leads to a concentration-dependent inhibition of agonist-induced
current, suggesting that truncated variants may  act as dominant
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Fig. 2. Alternative splicing increases protein diversity. (A) Alternative splicing
occurs during the splicing phase through reconnections of primary gene transcript
(pre-mRNA) exons. Insertion, deletion or exchange of exons leads to the produc-
tion of multiple isoforms of a protein encoded by a single gene. (B) Amel3L and
Amel3S  splice variants. The sequence of a portion of the intracellular loop between
transmembrane domains TM3  and TM4  is represented highlighting the 13-residue
gap between the two splice variants (the remainder of the loop is represented as
a  black bar). Potential PKC and CK2 phosphorylation sites are highlighted by green
and red shading.
negative effectors and regulate receptor expression (Saragoza
et al., 2003).
RNA editings are site-specific modifications of RNA sequences.
Resulting either from the insertion/deletion of nucleotides or the
conversion of one base to another, they alter the RNA sequence and
lead for example to the synthesis of alternative protein products
in the case of mRNAs (Gott and Emeson, 2000). The most doc-
umented editing mechanisms include addition/deletion of uracil,
cytidine deamination into uridine (C-to-U editing), or adenosine
to inosine deamination (A-to-I editing). A-to-I editing occurs in
regions of double-stranded RNA and consists in the deamination
of adenosine residues to inosine by adenosine deaminases act-
ing on RNA (ADARs) (Seeburg, 2002). Recent findings demonstrate
that this process has deep functional consequences in the ner-
vous tissue where A-to-I editing occurring in mRNAs encoding for
neurotransmitter-gated ion channel subunits affects their matu-
ration, intracellular trafficking and assembly with other subunits
(Seeburg, 2002; Seeburg and Hartner, 2003). RNA editing in insect
nAChRs was first reported in 2002 by Grauso and coworkers which
demonstrated that five Drosophila nAChR subunits (D5, D6, D7,
D1 and D2) present edited transcripts (Grauso et al., 2002).
Notably, insect 6 nAChR subunits have been largely studied since
they present edited transcripts in different species (Jin et al., 2007;
Rinkevich and Scott, 2009; Jones and Sattelle, 2010). Conserved
editing in 6 removes an N-glycosylation site in the N-terminal
region which may  affect receptor maturation and properties. It is
noteworthy to point out that RNA editing might affect receptor
sensitivity to insecticides, and can also generate species-specific
nAChR subunit isoforms as it is the case for the honeybee Amel6
subunit in which several editing sites are observed which appear
not to be conserved in other insects (Jones et al., 2006; Yao et al.,
2009).
Thus, despite a small amount of nAChR-encoding genes within
insect genomes, the number and properties of nAChR subunits can
be considerably increased through splicing and editing processes,
suggesting an infinite number of potential nAChR subtypes. More-
over, a possible link has been suggested between the occurrence
of alternative splicing and RNA editing, bringing to light another
level of complexity in post-transcriptional modification mecha-
nisms potentially increasing protein diversity (Jin et al., 2007). Since
these two processes can be species-specific, they also represent a
crucial point for studies aiming at preserving beneficial insects.
3. Insect versus mammalian nAChR subtypes: contrasted
pharmacological properties
3.1. Pharmacology of heterologously expressed insect nAChRs
Vertebrate nAChRs are usually classified according to their
sensitivity to the snake toxin -bungarotoxin (-Bgt), and thus
subdivided into -Bgt sensitive and insensitive subtypes. From a
molecular standing point, -Bgt-sensitive nAChRs are thought to
be homomeric whereas -Bgt-insensitive subtypes would be het-
eromeric nAChRs (Cordero-Erausquin et al., 2000).
As subunit composition determines the functional and pharma-
cological properties of the receptors, attempts have been made to
express insect nAChR subunits in heterologous systems such as
Xenopus oocytes. However, few studies have reported successful
functional expression of insect nAChRs except for the Drosophila
D2 subunit (Sawruk et al., 1990), the Sg1  subunit cloned from the
locust Schistocerca gregaria (Marshall et al., 1990; Amar et al., 1995)
and subunits Mp1 and Mp2 cloned from the aphid Myzus persi-
cae (Sgard et al., 1998) which form homomeric nAChRs when they
are expressed in Xenopus oocytes. Homomeric nAChRs formed from
D2 or Sg1  were both activated by high concentrations of nico-
tinic agonists, but only homomeric Sg1  nAChRs were sensitive to
-Bgt (Fig. 3). Comparatively, homomeric Mp1 and Mp2 nAChRs
yielded small agonist-induced currents that were -Bgt-sensitive
in the case of Mp1 but -Bgt-insensitive in the case of Mp2
(Sgard et al., 1998). Since the expression of functional insect nAChRs
in heterologous systems has revealed problematic, hybrid recom-
binant nAChRs have been generated by co-expressing insect 
subunits with vertebrate  subunits. Using this approach, pharma-
cological profiles of hybrid receptors were established considering
that the insect  subunit contains the pharmacological feature of
the nicotinic complex. To date, co-expression of Drosophila subunits
D1, D3 or flea subunit Cf1  with the chicken nAChR subunit
2 yielded -Bgt-sensitive hybrid receptors (Bertrand et al., 1994;
Schulz et al., 1998; Dederer et al., 2011). By contrast, the D2/or
Cf2/chicken 2 and D4/rat 2 hybrid nAChRs were found resis-
tant to -Bgt (Bertrand et al., 1994; Lansdell and Millar, 2000a;
Dederer et al., 2011) (Fig. 3). According to these studies, insect
nAChRs seem to differ from their vertebrate counterparts in their
ability to form both -Bgt-sensitive and insensitive heteromeric
receptors, although one must keep in mind that they were per-
formed using heterologous systems and hybrid nAChRs. Moreover,
Lansdell and Millar (2000b) also demonstrated that both  and
non- subunits influence the affinity of nicotinic ligands for recom-
binant nAChRs, suggesting that  subunits might also participate
in the pharmacology of insect nAChRs. This observation is rein-
forced by -Bgt affinity chromatography experiments revealing
co-purification of D1, D2, D3, D1 and D2 subunits (Schulz
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Fig. 3. Examples of heterologously expressed insect or chimeric -bungarotoxin-
sensitive and -insensitive nAChRs from Drosophila melanogaster, Schistocerca
gregaria,  and Myzus persicae. Brown: chicken (C) or rat (R) vertebrate beta subunits
used  for the heterologous expression of chimeric nicotinic receptors (hypothetical
stoichiometry).
et al., 2000; Chamaon et al., 2000, 2002), which clearly identifies
subunits D1 and D2 as potential actors of -Bgt-sensitive het-
eromeric nAChRs. It is thus important to carry on studies on native
nAChRs to get their pharmacological properties.
3.2. Native insect nAChR subtypes differ from their vertebrate
counterparts
Native neuronal nAChRs have been described in several insect
species such as cockroaches, locusts, crickets, moths, Drosophila and
honeybees (for review, see Thany, 2010). Using different nAChR
ligands, their pharmacological profile were established mainly
from electrophysiological studies on the somata of insect neu-
rons. Insect neuronal nAChRs are sensitive to nicotinic agonists
such as acetylcholine, nicotine and epibatidine. Most of them are
blocked by the antagonists -Bgt, methyllycaconitine, mecamy-
lamine and dihydro--erythroïdine (for review, see Thany et al.,
2007). Nevertheless, few studies have reported the existence of
-Bgt-insensitive nAChRs (Courjaret and Lapied, 2001; Courjaret
et al., 2003). As reported in vertebrates, it seems that two  phar-
macologically distinct nAChR subtypes also exist in insects, but
a clear link between the pharmacological profile and the subunit
composition is still difficult to establish. Yet, three possible recep-
tor complexes have been identified in the brain of D. melanogaster
using -Bgt immunoprecipitation experiments (Chamaon et al.,
2000, 2002). A first complex would rely on the coexpression of
subunits D1 and D3, a second one on the association of subunits
D1 and D2 at least, and a third one would result from the combi-
nation of subunits D1, D2 and D2 at least. These data indicate
that by contrast to vertebrate nAChRs, native insect -Bgt-sensitive
nAChRs might be either homomeric receptors, resulting from the
expression of vertebrate 7-like subunits D5, D6 or D7, and/or
heteromeric receptors containing additional  or  subunits. A
recent study in our lab performed on primary cell cultures from
honeybee brains also provided some clues regarding subunits
assembly (Dupuis et al., 2011). Combining whole-cell patch-clamp
recordings with single-cell RT-PCR, we  demonstrated the existence
of functional nAChRs on different cell types – mushroom body
Kenyon cells and antennal lobe cells – that differ by their molec-
ular composition. While Kenyon cells express fast-desensitizing
receptors mainly relying on a yet unknown combination of nico-
tinic subunits Amel2, Amel8 and Amel1, antennal lobe cells
show both fast- and slow-desensitizing receptors resulting from
the expression of subunits Amel2, Amel8, Amel1 and Amel7.
These nAChRs present a similar pharmacology but differ in their
respective kinetics and sensitivities to nicotinic agonists and antag-
onists, suggesting that subunit composition is the main point in
the modification of receptor properties. However, comparing adult
and pupal Kenyon cell nAChRs reveals significant differences in
calcium permeability although they share similar molecular pro-
files, suggesting that other factors can modulate nAChR properties.
Indeed, intracellular regulation can occur on insect nAChRs which
can be activated or inhibited by phosphorylation-dependent mech-
anisms involving several calcium-dependent proteins, including
the calcium/calmodulin-dependent protein kinase (CaMKII), the
cyclic AMP-dependent protein kinase A (PKA), the protein kinase
C (PKC), protein phosphatases and endogenous protein tyrosine
kinase (for review, see Thany et al., 2007).
Therefore, both subunit composition and intracellular regula-
tory mechanisms contribute to the properties of nAChR complexes
and to the distinction between insect nAChRs and their vertebrate
counterparts.
4. Distribution of nicotinic acetylcholine receptors in the
brain of insects
Unlike in vertebrates, acetylcholine is not the major neurotrans-
mitter at the neuromuscular junction of insects – a role devoted
to glutamate – and nAChRs are exclusively located in the central
nervous system. Indeed, although their function in cognition and
behavior is still unclear, nAChRs have been reported to be expressed
in several regions of insect brains involved in sensory and cognitive
processes. In the fly D. melanogaster and the honeybee A. mellif-
era, nAChR expression has been attested in the optical lobes (OLs)
and tubercules, in the dorsal lobes, and the subesophageal ganglion
(SOG) (Dudai and Amsterdam, 1977; Morley et al., 1979; Kreissl
and Bicker, 1989; Scheidler et al., 1990; Jonas et al., 1990, 1994;
Schuster et al., 1993; Hess et al., 1994; Thany et al., 2003, 2005).
Interestingly, immunocytochemical and electrophysiological stud-
ies have shown that the olfactory network of the fly and the bee
brains as well is cholinergic (Fig. 4). Nicotinic AChR immunoreac-
tivity has been detected in structures involved in the processing
of olfactory information such as the antennal lobes (ALs), the pri-
mary olfactory neuropile of the brain, and the mushroom bodies
(MBs) which collect and integrate multiple sensory and motiva-
tional informations and are involved in memory formation and
storage (Kreissl and Bicker, 1989; Scheidler et al., 1990; Bicker and
Kreissl, 1994; Bicker, 1999; Goldberg et al., 1999; Déglise et al.,
2002; Wüstenberg and Grünewald, 2004; Heisenberg, 2003; Thany
et al., 2003, 2005; Barbara et al., 2005, 2008; Gu and O’Dowd, 2006).
Briefly, axons from olfactory sensory neurons located in the anten-
nae form the antennal nerve and conduct olfactory informations
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Fig. 4. Schematic representation of the honeybee brain highlighting the olfactory
network. Olfactory information enters the brain via the antennal nerve (AN, red)
and is sent to the antennal lobe (AL, blue) where it is spatio-temporally processed.
From there projection neurons (PN, red) innervate the lateral horn (LH, light red),
and the lateral (LC) and medial (MC) calyces of the mushroom bodies (green) where
a  multisensorial integration is operated. Within the mushroom bodies, extrinsic
neurons (EN, black) forward the processed output signal via the medial (ML, light
green) and vertical (VL, dark green) lobes of the mushroom bodies toward down-
stream structures including the lateral horn. In violet is represented the VUMmx1
neuron originating from the subesophageal ganglion (SOG) which conveys gusta-
tory rewarding signals to the antennal lobes, the calyces of the mushroom bodies
and  the lateral horn, where a crosstalk occurs between gustatory and olfactory sig-
nals.  Abbreviations: AL, antennal lobe; AN, antennal nerve; LC, lateral calyx; MC,
median calyx; LH, lateral horn; ML,  medial lobe; OL, optical lobes; Pe, pedunculus;
PN, projection neuron; SOG, subesophageal ganglion; VL, vertical lobe.
as cholinergic inputs to the AL neurons, namely local interneu-
rons and projection neurons, with which they interact within the
glomeruli constituting the AL external layout. After a first process-
ing step in the AL, the information is headed to upper structures
through at least three tracts of projection neurons (PNs). Among
them, the median antenno-calycal tract innervating the protocere-
brum, including the lateral horn and the calyces of the MBs, is
cholinergic (Kreissl and Bicker, 1989). These structures also receive
gustatory inputs through the putatively octopaminergic VUMmx1
neuron, originating from the SOG and enabling a constant crosstalk
between gustatory and olfactory signals at each step of olfactory
processing (Hammer, 1997; Schröter et al., 2007). In the calyces,
PNs synapse onto Kenyon cells (KCs) which perform an integration
of olfactory, visual, gustatory and tactile signals (Kirschner et al.,
2006). Their axons form the medial and vertical lobes and represent
the output of the MBs  (Fig. 4). Finally, extrinsic neurons forward
the processed output signal to the lateral horn and other regions of
the brain. The cholinergic nature of this network suggests a central
role for ACh and nAChRS in olfactory information processing and
storage.
Similarly, nAChRS have also been described in the nerve cord or
the MB  calyces of the cockroach Periplaneta americana (Lummis and
Sattelle, 1985; Orr et al., 1991), in the subesophageal ganglia of the
locust S. gregaria (Benke and Breer, 1989; Baines and Bacon, 1994),
in the OLs and the MBs  of the locust Locusta migratoria (Hermsen
et al., 1998), and in the OLs of the blowfly Calliphora erythrocephala
(Brotz et al., 1995; Brotz and Borst, 1996). Little information is
available regarding the molecular nature of the native receptors
described in these insect models, mostly because heterologous
expression of functional receptors has proved to be tough, and
unraveling the composition of brain nicotinic complexes remains
to be done. Yet, some interesting data emerge from investigations
in the honeybee A. mellifera.
Based on in situ hybridization experiments, Thany and collabo-
rators reported that nicotinic subunits Amel2, Amel8, Amel5
and Amel7 (previously named Apis2, Apis3, Apis7-2 and
Apis7-1 in Thany et al., 2003, 2005) show different expression
patterns in the honeybee brain. All of them are expressed in the
dorsal lobe, the optical lobe and the ALs, but they are expressed in
a different manner in the MB  calyces depending on the KC sub-
type considered: Amel8 is expressed inside the calyces (inner
cells) in compact (small) and non compact (large) KCs, Amel7
and Amel2 are both expressed in outer compact KCs (cell bod-
ies lying outside the calyces) and inner non compact KCs, whereas
Amel5 is restrained to outer compact KCs (Thany et al., 2003,
2005). Combining whole-cell patch-clamp and single-cell RT-PCR,
nicotinic subunits Amel2, Amel7, Amel8 and Amel1 were also
described to be co-expressed both in honeybee AL neurons and
MB Kenyon cells were they shape the kinetic and pharmacolog-
ical properties of cholinergic transmission (Dupuis et al., 2011).
Electrophysiological data suggest that these subunits assemble to
form two distinct nAChR subtypes which could be either 7-like
homomeric receptors or heteromeric complexes based on a yet
unknown association, with respect to vertebrate nicotinic recep-
tors. Interestingly, both hybridization and RT-PCR studies mention
that these expression patterns are versatile and change depending
on the developmental stage as it is the case for Amel8 which is
restricted in the subesophageal ganglia in larvae and is found in the
dorsal lobe, the OLs, the ALs, and the MBs  in adults, suggesting the
occurrence of deep reorganizations of the cholinergic machinery
during development before reaching a stable state in adults.
Taken together, these reports locate nAChRS to major sensory
and memory-related structures of insect brains and suggest poten-
tial implications in sensory information processing and cognitive
functions.
5. Do insect nAChRs do more than mediating fast
post-synaptic excitation?
Few studies examine the role of ACh and nAChRs in insect behav-
ior and nervous plasticity supported by behavioral experience.
Early studies in Drosophila demonstrated that mutants in the Ace
gene lacking AChE activity die in early development, and genetic
adult mosaics which express Ace mutations in restricted parts of
the protocerebrum have marked deficits in optomotor behavior and
demonstrate male courtship quantitatively deficient (Greenspan
et al., 1980). In Drosophila,  the nAChRs have also been associated
to addictive processes. Experiments have been carried out on the
effects of nicotine on startle-induced climbing behavior, which is
the flies’ ability to negatively geotax in a column when the col-
umn  is gently knocked on a soft surface to force the flies to the
bottom. The reflexive climbing response is impaired by nicotine
exposure, an effect mediated by dopamine (Bainton et al., 2000) and
amplified by repetitive exposures to nicotine (Hou et al., 2004). This
hyper-responsiveness to nicotine could be one of the mechanisms
for addiction, and genetic as well as pharmacological evidences
suggest that the enhancement of the nicotinic effect is depen-
dent on a mechanism involving the cAMP/PKA cascade (Hou et al.,
2004). To note, homeostatic regulation mechanisms of nAChRs
could also potentially contribute to nicotine addiction as recently
demonstrated in Drosophila (Ping and Tsunoda, 2012). Nicotinic
acetylcholine receptors are also present on Drosophila peptider-
gic neurons that receive synchronous synaptic inputs mediated by
ACh and are critical for the regulation of arousal and sleep patterns
(McCarthy et al., 2011).
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So far, all the reports investigating the involvement of nAChRs
in insect learning and memory processes used the honeybee as an
experimental model (Gauthier, 2010), taking advantage of its rich
behavioral repertoire in natural or laboratory conditions. More-
over, honeybees offer the possibility of being individually trained,
which is an ideal condition to perform experiments on learning
and measure the effects of individual experience on behavior. In
particular, wide use was made of the proboscis extension reflex
(PER) paradigm to study the role of nAChRs in memory processes.
In natural conditions, proboscis extension occurs when gustatory
receptors of the antennae, mouthparts or tarsus are in contact
with a feeding sucrose solution. The obvious consequence for the
honeybee is the possibility of consuming food. In unusual condi-
tions like those prevailing in laboratory experiments, the PER is
elicited in restrained bees by a sucrose stimulation of the anten-
nae and/or the proboscis and can be rewarded by the delivery
of food. The PER can be the object of both simple and com-
plex forms of learning such as habituation and olfactory or tactile
conditioning.
5.1. Non-associative learning and nicotinic acetylcholine
receptors
Habituation of the PER is a simple form of learning in which
the repetition of the gustatory stimulation of the antennae without
feeding the bee leads to a decrease in the probability of emitting
the proboscis extension response. This test sheds light on the abil-
ity of an organism to reduce a reflex response when no obvious
consequence is expected. In Aplysia,  a decrease in the synaptic
strength at the neuronal level between sensory and motor elements
has been advanced to explain the habituation of gill withdrawal
reflex. The modification bears on homosynaptic depression involv-
ing likely pre- and post-synaptic events (Glanzman, 2006). The
habituation procedure has been successfully used in the honeybee
to test its non-associative learning capabilities (Braun and Bicker,
1992; Bicker and Hahnlein, 1994).
Interestingly, injections of the nicotinic receptor antagonists
mecamylamine, -Bgt or methyllycaconitine (MLA) into the brain
before a habituation session of the PER induce a decrease in the
number of trials required for habituation, an effect also observed
when applying the neonicotinoid insecticide imidacloprid (Lambin
et al., 2001; Armengaud et al., 2002; Guez et al., 2001). Conversely,
honeybees fed with eserine, a blocker of AChE, need more trials
for habituation than controls (Braun and Bicker, 1992). The gusta-
tory information from the antennae that induces the PER ends in
the dorsal lobe of the deutocerebrum (Haupt, 2007) and probably
reaches the motor neurons located in the subesophageal ganglion
driving the mouthpart movements. These primary gustatory affer-
ents are supposed to be cholinergic, as -Bgt binding sites have
been found in the dorsal lobes (Kreissl and Bicker, 1989; Scheidler
et al., 1990) and at least four nicotinic  subunits are expressed
in this region (Thany et al., 2003, 2005). This set of data suggests
that nAChRs are present in the pathways involved in habituation. A
similar facilitating effect on habituation was observed after injec-
tion of l-Name (Dacher and Gauthier, 2008), an inhibitor of the
NO-synthase enzyme that catalyzes the production of NO from l-
arginine. In honeybees, ACh has been shown to elevate cytoplasmic
calcium (Bicker and Kreissl, 1994) leading to a release of NO, a sig-
naling molecule in the nervous system of insects (Müller, 1997;
Bicker, 2001). One can postulate that successive antennal sucrose
stimulations reduce nicotinic neurotransmission between gusta-
tory afferents and motor pathways and thereby lead to habituation
of the PER, an effect strengthened by nicotinic antagonist applica-
tion and antagonized by NO release.
5.2. Classical conditioning and nicotinic acetylcholine receptors
Olfactory and tactile learning are natural situations in the field
when honeybees learn about colors or textures of flowers during
their foraging activity. They can easily be transposed to labora-
tory to precisely control the parameters of the learning situation
(Bitterman et al., 1983). During olfactory conditioning, restrained
honeybees learn to associate an unknown odorant (conditioned
stimulus—CS) with a food reward (unconditioned stimulus—US).
The behavioral response is the proboscis extension elicited by
touching the antennae with a drop of sucrose solution. One forward
paired presentation of odor and sucrose solution is generally suffi-
cient to induce a conditioned response (CR) later on, when the odor
is presented alone (Fig. 5A). A tactile stimulus instead of an odorant
delivered as a CS to the antennae and associated to the US also leads
to a CR. The new learned information is memorized for a short or
a long time depending on the strength of the acquisition phase (i.e.
the number of training trials): a single trial conditioning leads to
medium-term memory (MTM)  that lasts for several hours (up to
24 h) whereas multiple-trial conditioning induces long term mem-
ory (LTM) which underlies the retrieval performance from 24 h and
above and is dependent on protein synthesis (Menzel et al., 1999;
Fig. 5B).
5.2.1. ˛-Bgt-sensitive nAChRs are involved in long-term memory
The contribution of nAChRs to memory processes emerged from
behavioral experiments coupling nicotinic antagonist brain injec-
tions to one-trial olfactory learning in honeybees. While no effect
of -Bgt injections was observed in this configuration, mecamy-
lamine injections before and after training impaired acquisition
and retrieval performances, respectively, without affecting olfac-
tory perception (Lozano et al., 1996).
The ACh signaling-dependency of LTM was  investigated using a
similar strategy in honeybees submitted to multiple-trial learning.
Mecamylamine injections decreased the acquisition rate without
affecting LTM during both tactile and olfactory learning, suggesting
an impairment of the ability to retrieve the conditioned response
during the conditioning trials (Dacher et al., 2005; Gauthier et al.,
2006). By contrast, injections of -Bgt or the potent nAChR antag-
onist methyllycaconitine impaired LTM (Gauthier et al., 2006)
(Fig. 6).
Cholinergic neurotransmission therefore appears to be involved
both in memory formation and retrieval, and these results sug-
gest that at least two subtypes of nAChRs coexist in the honeybee
brain distinguished by their sensitivity to -Bgt. Consequently,
ACh released during olfactory/tactile stimulation may  bind to both
types of nicotinic receptors. Single stimulations of these path-
ways as induced by one-trial learning or CS presentation during
the retrieval test would rather activate -Bgt-insensitive receptors
when multiple-trial learning would induce repetitive cholinergic
stimulations and trigger the activation of -Bgt-sensitive recep-
tors which in turn would instigate intracellular cascades leading to
LTM formation (Fig. 7A).
Honeybee -Bgt-sensitive nAChRs have been reported to trig-
ger, upon repeated activation, an influx of Ca2+ ions into the
Kenyon cells of MBs  (Bicker and Kreissl, 1994), a phenomenon also
described in Drosophila Kenyon cells (Yu et al., 2003; Campusano
et al., 2007). Interestingly, the work of Campusano et al. (2007)
showed that repetitive exposure of Kenyon cells to nicotine results
in a calcium-dependent potentiation of cholinergic neurotrans-
mission involving cAMP signaling. In vitro experiments in insects
have also disclosed that ACh-induced calcium influxes activate the
NO synthase (Bicker and Kreissl, 1994) and trigger NO release,
which participates in LTM formation during multiple-trial learning
(Dacher and Gauthier, 2008). ACh-induced calcium level modu-
lations may  therefore act as a key signal transducer to activate
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Fig. 5. Olfactory conditioning of the proboscis extension reflex (PER) in the honeybee. (A) Touching the antennae with a drop of sucrose solution elicits proboscis extension.
The  presentation of an odorant alone to naïve individuals does not generate any behavioral response. Conversely, a forward paired presentation of the odorant, used as a
conditioned stimulus (CS), and the sucrose solution, used as an unconditioned stimulus (US), generates a conditioned response later on, when the odor is presented alone.
(B)  A single trial conditioning leads to short-term and medium-term memory (STM/MTM) that lasts for several hours, whereas multiple-trial conditioning induces a protein
synthesis-dependent long term memory (LTM) lasting for several days.
intracellular cascades leading to cellular plasticity and LTM. More-
over, the ACh-induced changes in intracellular Ca2+ concentration
in MB  neurons are also modulated by co-application of dopamine
or octopamine which are considered as the neurotransmitters
mediating the US in aversive and appetitive learning, respectively
(Fig. 7B). Experiments performed in Drosophila have shown that
the ACh-induced calcium increase is reduced by an application of
dopamine in the calyces of the MBs  (Tsydzik and Wright, 2009)
whereas the same protocol applied to the lobes of the MBs  leads
to an increase of the ACh-evoked calcium responses (Tomchik
Fig. 6. Effects of mecamylamine and -bungarotoxin on multiple-trial learning. The
drugs  were injected 10 min  before tactile learning. Each honeybee was tested at
the  three times after training (adapted from Dacher et al., 2005). The numbers of
honeybees in each group are presented in brackets. Fisher X2 test (comparison to
saline group): *P < 0.05, **P < 0.01.
and Davis, 2009). Moreover, co-application of ACh and dopamine
produces a synergistic elevation of cAMP levels in Drosophila MB
neurons while co-application of octopamine with ACh decreases
the ACh-induced rise in cAMP levels. Both processes involve the
activation of the rutabaga adenylyl cyclase which behaves, like in
Aplysia, as the molecular element able to detect coincident activa-
tion of the cell by the CS (ACh) and the US (amines) (Tomchik and
Davis, 2009). Comparably, co-stimulation of the MBs  with ACh and
dopamine or octopamine both result in a rutabaga adenylyl cyclase-
dependent increase in PKA activity (Gervasi et al., 2010), a kinase
known to be a major element in the formation of long term mem-
ory following multiple trial conditioning in honeybees (Müller,
2000). Finally, extracellular recordings in the honeybee MBs dis-
closed that octopamine induces a potentiation of ACh-induced
synaptic currents, demonstrating that biogenic amines modu-
late the plasticity of cholinergic neurotransmission (Oleskevich,
1999).
Taken together, these data suggest that either repetitive synap-
tic stimulations of -Bgt-sensitive nicotinic receptors or synergistic
actions of ACh and monoamines on MB neurons regulate intra-
cellular calcium levels and cAMP-related signaling pathways, and
thereby promote cholinergic plasticity which could contribute
to LTM formation. Interestingly, they also shed light on two
nicotinic receptor subtypes, one -Bgt-sensitive and the other
-Bgt-insensitive, with separate functions in cellular plasticity sup-
porting learning and memory. As in vertebrates, in which glutamate
is the main excitatory neurotransmitter and NMDA-type glutamate
receptors hold a central place in major forms of plasticity at excita-
tory synapses, insects could have comparable machinery based on
ACh and -Bgt-sensitive nAChRs.
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Fig. 7. Involvement of -Bgt-sensitive nAChRs in cellular plasticity and long-term
memory. (A) Two types of nicotinic receptors can be distinguished in the honeybee
brain based on their sensitivity to -Bgt: -Bgt-insensitive (green) and -Bgt-
sensitive (red). -Bgt-sensitive nAChRs were shown to be highly Ca2+-permeant
(Bicker and Kreissl, 1994; Yu et al., 2003; Campusano et al., 2007) and to participate
in long-term olfactory memory formation (Gauthier et al., 2006). (B) Repeated Ca2+
influxes through -Bgt-sensitive nAChRs induce calcium-induced calcium release
mechanisms from the endoplasmic reticulum and enhance the intracellular cal-
cium concentration, which in turn activates cAMP synthesis by adenylyl cyclase
(Campusano et al., 2007). This enzyme acts as a coincidence detector since it is also
regulated by G proteins following activation of dopamine (DA, violet) or octopamine
(OA, green) receptors (DAR/OAR), and thus holds a central place in the regulation of
cellular plasticity in insects (Tsydzik and Wright, 2009; Tomchik and Davis, 2009;
Gervasi et al., 2010).
5.2.2. Heteromeric nAChRs of the vertical lobe are involved in
retrieval processes
Neuropharmacological experiments indicated that mecamy-
lamine bilaterally injected into the vertical lobes after training
impaired the retrieval of the learned odorant (Lozano et al., 2001).
We recently used small interferent RNA (siRNA) directed against
Amel8 nicotinic subunit to decrease the expression of the target
receptors during acquisition or retrieval of olfactory learning. Focal
injections into the vertical lobes of the mushroom bodies but not
into the calyces or the antennal lobes induced an impairment of
retrieval processes (Louis et al., submitted for publication). Because
both mecamylamine and Amel8 siRNA injections impair the abil-
ity of honeybees to retrieve the learned odorant, we  propose that
Amel8 nicotinic subunit is part of the -Bgt-insensitive recep-
tor complexes involved in retrieval. Since Amel8 is close to the
human 3 nicotinic subunit (Thany et al., 2003) which enters into
the composition of the mecamylamine-sensitive 34 neuronal
nicotinic receptor (Jensen et al., 2005), one can postulate that insect
mecamylamine-sensitive nAChRs mediating retrieval processes are
likely to be heteromeric receptors as well.
These experiments also indicate that the recall of memory
requires the nicotinic receptors within or around the MB  vertical
lobe. Yet, these cholinergic networks remain enigmatic because
Kenyon cells are probably not cholinergic. We  may  however
hypothesize the existence of extrinsic neurons involved in retrieval
processes that could be pre- and/or post-synaptic cholinergic neu-
rons to vertical lobes. Two  recent reports in Drosophila comfort
this hypothesis. The MB-V2 extrinsic cholinergic neurons pro-
jecting from the MB  vertical lobe to the medial protocerebrum
and the lateral horn have been demonstrated to support retrieval
of aversive olfactory learning (Sejourne et al., 2011), and LTM
formation in Drosophila has recently been shown to depend on
de novo protein synthesis in two dorsal-anterior-lateral (DAL)
extrinsic neurons expressing the ACh-synthesizing enzyme choline
acetyltransferase (Chen et al., 2012). Together, these reports indi-
cate that extrinsic cholinergic neurons within the vicinity of the
MBs  significantly contribute to long-term memory formation and
retrieval.
6. Conclusion
Since 30 years, successive electrophysiological and immuno-
histochemical investigations have shown that native neuronal
nAChRs are expressed within major sensory and cognitive areas
of insect brains, supporting critical functions in the central ner-
vous system as attested by the dramatic efficacy of neonicotinoid
insecticides and the frequent lethality of mutations in nico-
tinic subunit-encoding genes. They form a pharmacologically
homogeneous population that can be subdivided in either -
Bgt-sensitive or -insensitive subtypes. Yet, a clear link between
their pharmacological profile and subunit composition is still
hard to establish, although both 7-like homomeric and / het-
eromeric -Bgt-sensitive nAChRs have been identified in the brain
of D. melanogaster. Molecular cloning of nicotinic subunits and
characterization of either chimeric or hybrid insect/vertebrate
recombinant receptors has provided important insights regarding
the stoichiometry of insect nAChRs and suggested the coexistence
of -Bgt-sensitive and -insensitive homomeric and heteromeric
receptors, marking a clear-cut distinction with vertebrate nicotinic
receptors. Unfortunately, heterologous expression has proved to
be limited by a yet unsolved lack of robust expression attributable
either to missing key proteic partners, inappropriate cell signal-
ing or host cell. However, genome sequencing combined with
emerging tools such as RNA interference and single-cell RT-PCR
will help elucidating the respective contributions of each nicotinic
receptor subunit to the molecular composition of native nAChRs
expressed in vivo. The access to genome sequence information and
nAChR gene families has also enabled the development of new
approaches aiming at defining the functions of insect brain nAChRs.
In the honeybee, pharmacological strategies have clearly identified
-Bgt-sensitive and -insensitive nicotinic receptors as key con-
tributors to long-term memory formation and memory retrieval,
respectively. A role for cholinergic neurotransmission in cellular
plasticity is further supported by several reports indicating that
ACh-induced currents can be potentiated or depressed and are
modulated by monoamines involved in aversive and appetitive
learning. Thus, cholinergic neurotransmission appears to be instru-
mental to plastic processes within insect brains and the specific
deletion of a chosen  or  subunit through RNA interference will
allow us to go further in our understanding of the roles of nAChRs
in cognition and to link specific nicotinic subunits to a behavioral
function.
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Together, converging pieces of evidence suggest that ACh and
nAChRs could carry similar functions at excitatory synapses in
insect brains as glutamate and ionotropic GluRs in vertebrates,
including experience-associated plasticity and memory formation.
A very exciting perspective will be to unravel the cellular and
molecular mechanisms through which cholinergic neurotransmis-
sion adaptations participate in behavioral plasticity.
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Abstract
We studied the involvement of the a8 subunit of nicotinic acetylcholine receptors (nAChRs) in olfactory learning and memory in Apis
mellifera. We have previously shown, by injecting different nicotinic antagonists into the bee brain, that pharmacologically different
subtypes of nAChRs are important for honeybee memory – a-bungarotoxin-sensitive receptors are necessary for memory
consolidation and mecamylamine-sensitive receptors are involved in retrieval processes. Here, we took advantage of the honeybee
genome sequencing and the development of a small interfering RNA (siRNA) tool to focus on the role of the a8 subunit, which has
been shown to be expressed in brain areas important for olfactory learning, such as the antennal lobes and mushroom bodies. We
first demonstrated the efficacy of the siRNA tool by showing a decrease of the a8 protein level at 6 h after brain injection of a8 siRNA.
We then tested the general role of this subunit in olfactory conditioning, using brain systemic or localized siRNA injections in the
antennal lobes or the calyces and vertical lobes of the mushroom bodies. These injections were performed at either 6 h before
the learning acquisition or 6 h before the memory test. The most prominent result was that 6-h pre-test injection of siRNA in the
mushroom body vertical lobes impaired memory retrieval at 24 and 48 h post-training. This indicated the importance of cholinergic
extrinsic neurons and nAChRs containing the a8 subunit for this process.
Introduction
Acetylcholine is the major excitatory neurotransmitter in the insect
brain (Colhoun, 1963) that binds to nicotinic acetylcholine receptors
(nAChRs), the predominant type of acetylcholine receptors. In the
honeybee, sites binding the nicotinic antagonist a-bungarotoxin are
found in regions that are immunostained for the degrading enzyme
acetylcholinesterase (Kreissl & Bicker, 1989; Scheidler et al., 1990)
and are mainly devoted to olfactory processing.
Olfaction in insects starts in olfactory receptor neurons located on
the antennae. Their axons project to the antennal lobes (ALs), where
they connect with local and projection neurons within the glomeruli
that constitute the functional units of the AL. Through several
antenno-calycal tracts, projection neurons convey olfactory informa-
tion from the AL to the mushroom bodies and protocerebral lobe. The
mushroom bodies are paired structures, each formed of a medial and a
lateral calyce, fused in a single peduncle. The calyces are filled with
the somata of Kenyon cells that spread their dendritic arborizations to
the external borders of the calyces and send their axons to the
peduncle, forming the vertical (or a-) and median (or b-) lobes.
Kenyon cell dendrites receive acetylcholine input from the median
antenno-calycal tract (Kreissl & Bicker, 1989; Oleskevich, 1999;
Kirschner et al., 2006). Electrophysiological experiments performed
on both cultured AL (Barbara et al., 2007) and Kenyon (Wu¨stenberg
& Gru¨newald, 2004) cells from pupae and adults reported the presence
of functional cationic receptors with a nicotinic profile.
Genome sequencing in the honeybee has revealed the presence of
11 genes coding for nAChR subunits. Nine a (Amela1 to Amela9) and
two b (Amelb1 and Amelb2) subunits have been characterized
and these numbers could be greater due to the splicing of Amela4 and
Amela6 subunits and editing of the Amela6 sequence (Jones et al.,
2006; Dupuis et al., 2012). The actual subunit composition of native
nAChRs in the honeybee remains unclear due to the difficulty of
expressing such subunits in heterologous systems.
In the honeybee, olfactory learning and memory are studied using
the conditioning of the proboscis extension reflex (PER) (Bitterman
et al., 1983; Giurfa & Sandoz, 2012). In this appetitive Pavlovian
conditioning, bees form an association between an odor as the
conditioned stimulus (CS) and a sucrose reward as the unconditioned
stimulus (US). After training, the odor alone elicits a conditioned PER.
Neuropharmacological experiments associating brain nAChR anta-
gonist injections with olfactory PER conditioning indicated the
participation of different nAChR subtypes in olfactory learning and
memory (Lozano et al., 1996; Gauthier et al., 2006; Dupuis et al.,
2012). For instance, a-bungarotoxin-sensitive nAChRs are involved in
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memory consolidation, whereas nAChRs sensitive to the nicotinic
antagonist mecamylamine support retrieval. However, these experi-
ments were not designed to determine the subunit composition of the
nAChRs involved in these different processes.
Here we used small interfering RNA (siRNA) to induce a transient
decrease of the nAChRs containing the Amela8 subunit [ex-Apisa3
(Thany et al., 2003)] during different phases of olfactory learning.
This subunit is expressed in most of the brain and particularly in the
olfactory-linked structures (Dupuis et al., 2011). Brain systemic
injections and focal injections restricted to the ALs, mushroom body
calyces and vertical lobes were performed, and their effects on
olfactory acquisition or retention were evaluated. Our results indicate
that nAChRs located in the vertical lobes and containing the Amela8
subunit are necessary for olfactory retrieval.
Materials and methods
Animals
Foraging bees of unknown age were caught at the entrance of the hive
during spring and summer in Toulouse (France). Bees were anaes-
thetized on ice in the laboratory before being individually harnessed to
small Plexiglas tubes. A drop of wax was deposited on the back of the
honeybee, between the thorax and head, to fix the bee to the tube and
immobilize the head in order to perform brain injections. Honeybees
were fed with sucrose (40% w ⁄ v) and kept food-deprived for 3 h
before being trained.
Differential olfactory conditioning
Bees were trained in a differential conditioning protocol in which they
had to learn to respond to an odorant rewarded with sucrose (CS+) and
not respond to a non-rewarded odorant (CS)). Training comprised
three CS+ trials interspersed with three CS) trials in a pseudorandom
sequence. Odorants used as the CS were 1-nonanol and 2-hexanol
(Sigma Aldrich, France), which are well discriminated by bees and
yield equivalent learning performances (Guerrieri et al., 2005); the
odorants were used as CS+ or CS) in balanced groups. They were
delivered using a 10-mL syringe containing 1-cm2 filter paper soaked
with 4 lL of the odorant. As the US we used 50% (w ⁄ v) sucrose
solution delivered through the needle of a 5-mL syringe.
A CS+ trial started when the bee was placed in the conditioning
setup for 15 s. Odorant stimulation with the CS started after this
resting period and lasted 6 s. During the last 3 s, the US was presented
to the antennae in order to elicit the PER and then to the proboscis.
Thus, the interstimulus interval was 3 s. During US delivery, the
honeybee was allowed to drink the sucrose solution. After CS and US
offset, the bee was left undisturbed in the conditioning setup for
another 15 s. CS) trials were identical to CS+ trials with the
difference that no US was delivered. The intertrial interval between
two consecutive CSs was 1 min. This interval induces a stable long-
term olfactory memory (Gerber et al., 1998).
Retrieval tests were performed at 1, 24 or 48 h after the last
conditioning trial, depending on the experiment. In these tests, the
CS+, CS) and a new odor were presented in a random sequence that
varied from bee to bee; 2-heptanone (2-hept) was used as a new odor
to determine the specificity of the memory established during
conditioning. Successive tests were separated by 1-min intervals.
The level of generalization between conditioned odors (2-hexanol and
1-nonanol) and 2-hept is generally low (Guerrieri et al., 2005); hence
a high level of responses to 2-hept would reveal a non-specific
retention performance.
Honeybees maintained in the harnessing tubes for retention tests
were fed with sucrose solution (40% w ⁄ v) twice a day to ensure
survival. Unconditioned responses to sugar (PER) were systematically
tested at the end of the experiment; animals that did not show a PER to
sucrose were excluded from the experiments (4.8%; see Tables S1, S2
and S3).
Preparation and injection of small interfering RNA
Sequences of siRNAwere designed and produced by the Sigma-Proligo
Society. The siRNA targeting the Amela8 (GenBank: AF514804)
subunit is 21 nt long and encodes a region of the third transmembrane
domain. The sequence of the Amela8 siRNA is F 5¢-UUAGUCA
CUUUGUCGUAUdTdT-3¢; R 5¢-AUAUCGACAAAGUGACUAAd
TdT-3¢. Control experiments were conducted with siRNA against the
green fluorescent protein (GFP), which is not present in the honeybee
genome (GenBank: AF324407). The sequence of GFP siRNA is F
5¢-GUGAUGCAACAUACGGAAAdTdT; R 3¢-UUUCCGUAUG
UUGCAUCACdTdT-5¢.
Injections of siRNA solutions were performed under a binocular
microscope (MZIII, World Precision Instruments). Brain systemic
injections of siRNA (0.3 lL) were performed via the ocellar tract. To
this end, the cornea of the median ocellus was removed to allow the
insertion of the needle of the 1-lL Hamilton syringe attached to a
manual micromanipulator (M3301, World Precision Instruments) and
containing the Amela8 or GFP siRNA solution. The siRNA was
diluted in saline solution (0.02% KCl, 0.02% CaCl2, 0.9% NaCl,
0.04% sucrose, pH 6.9) to obtain a final concentration of 3 ng ⁄ lL. We
also performed injections into target structures of the olfactory circuit
to reveal the effects of Amela8 knockdown in these structures. A piece
of the head cuticle between the antennae, median ocellus and eyes was
removed to expose the brain. Bilateral focal injections (4 nL of siRNA
solution; 0.125 lg ⁄ lL) were performed into the ALs, between the
median and lateral calyces and into the vertical lobes of the mushroom
bodies, using a pulled glass capillary (outer diameter 1 mm) connected
to a microinjector (WPI PV820 Pneumatic PicoPump). The tip of the
capillary was broken so that the volume of the drop, calibrated by
means of a counting grid, could be evaluated to be approximately 4 nL.
Focal unilateral injections of Amela8 siRNA coupled to the
fluorophore fluorescein isothiocyanate (Sigma-Proligo) were per-
formed to check that the siRNA remained restricted to the injected
target zone. Brains were dissected at 6 h after focal injections, fixed in
4% paraformaldehyde, dehydrated in 100% ethanol and cleared with
methylsalicylate (Sigma-Aldrich). Brains were then mounted and
observed with a confocal microscope (Leica SP2) using focal planes of
2 lm in depth.
Based on the results of the quantitative PCR experiments and
western blotting analysis (see below), injections into the whole brain
or targeting discrete regions were performed at 6 h before the training
phase or 6 h before the retention tests to separately assess the effect of
Amela8 knockdown on acquisition ⁄ consolidation ⁄ retrieval processes
or on retrieval processes, respectively.
Western blotting
Honeybee brains (three for each sample) were dissected at 6 h after the
injection of GFP or Amela8 siRNA and homogenized in phosphate-
buffered saline. Protease inhibitors (ProteoBlock Protease Inhibitor
Cocktail, Fermentas) were added to samples according to the
manufacturer’s instructions. Samples were mixed with 1 : 1 Laemmli
buffer (BioRad), boiled at 95 C for 10 min, and centrifuged for 5 min
at 16,200 g at 25 C. Proteins were separated on pre-cast gel (12%
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MiniProtean TXG Precast Gel, BioRad) at 130 V for 1 h 20 min in a
Mini-Protean III apparatus (BioRad). A ladder (Precision Plus Protein
Dual Color Standards, BioRad) was added to follow the migration
process and determine the protein mass. Proteins were then blotted on
nitrocellulose membranes (Amersham) at 100 V for 1 h in Mini-Trans
Blot Cell (BioRad). Membranes were blocked in 0.1% Tween–
phosphate-buffered saline (T-PBS) with 5% bovine serum albumin
(Sigma) overnight at 4 C. After blocking, membranes were probed
for 2 h in Amela8 antiserum produced in a rabbit (Invitrogen) at
1 : 1000 dilution in T-PBS at room temperature, then washed four
times in T-PBS for 10 min each. The membranes were then probed
with secondary anti-rabbit antibodies (Sigma) at 1 : 60 000 for 1 h at
room temperature and then washed four times in 0.1% T-PBS. For the
quantification of protein expression, membranes were cut in two parts;
the upper part was probed with the antiserum Amela8, and the lower
part with an anti-a-actin antibody (Sigma) at 1 : 5000 dilution for 2 h
after washing four times for 10 min each in 0.1% T-PBS. After
washing, the membranes were incubated with anti-rabbit antibodies at
1 : 60 000 for 1 h. Protein bands were revealed by an enhanced
chemoluminescence detection system (Pierce) and exposed on Kodak
Film X-Omat (Sigma) before development. The film was then
digitalized using a scanner (Canon) for subsequent analyses. The
Amela8 relative expression was calculated as the ratio between the
pixel density of the band corresponding to Amela8 and the pixel
density of the a-actin band using ImageJ software (Abramoff et al.,
2004). The specificity of the Amela8 antibody was checked by
comparing immune and pre-immune rabbit serum.
Real-time polymerase chain reaction analyses
For each treatment, samples were extracted from six honeybee heads
at different post-injection times (3, 6, 18, 24, 30 and 48 h). RNA
extraction was performed with the RNeasy mini-kit (Qiagen) follow-
ing standard protocols. The RNA quality was checked by loading
2 lL of total RNA on 1% agarose gel; cDNA was produced from total
RNA using the RevertAID H minus first strand cDNA kit (Fermentas).
Real-time polymerase chain reaction (PCR) experiments were per-
formed on 50 ng of cDNA using SYBR Green PCR Master Mix
(Applied Biosystem). The primers used for amplification were
designed with Primer3 software. We used specific primers to amplify
an Amela8 region overlapping two exons to avoid genomic DNA
amplification (GenBank AF514804: F 5¢-AATTGCAGGTGGTTTCC
AG-3¢; R 5¢-TGACCACCAATGTCTGGGTA-3¢). As an endogenous
control, primers for the glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
gene of Apis mellifera were used (GenBank XM_393605: F 5¢-CAG
CTCCAGCTTTTGTCCAT-3¢; R 5¢-TGGCCGTCTTGTATTTAGG
G-3¢). Experiments were performed in a real-time PCR system (ABI
Prism 7900, Applied Biosystem), which followed a two-phase PCR
protocol: (i) denaturation at 95 C for 10 min and (ii) elonga-
tion ⁄ hybridization at 62 C for 1 min. Dissociation curves were also
established to assess the specificity of the amplification and quanti-
tative PCR products were deposed on 1% agarose gel and sequenced.
The relative expression of Amela8 vs. Glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase was calculated with RESTª (Pfaffl et al., 2002).
Statistical analyses
The levels of Amela8 mRNA found in quantitative PCR experiments
were compared between groups using the Pair Wise Fixed Realloca-
tion Randomization Testª implemented in the REST software (Pfaffl
et al., 2002). The protein amounts detected in western blot analyses
were compared using a Wilcoxon test.
The behavioural responses are represented in terms of the rate of
bees that exhibited a PER to the conditioned odorants (conditioned
responses) and to 2-hept in retention tests. Performances during
acquisition were analysed by means of anova for repeated measures,
for both within- and between-group comparisons according to Lunney
(1970), as each tested group had more than 40 individuals. Never-
theless, the second criterion (equal sample size) needed for applying
anovas on dichotomous variables was not always respected. How-
ever, post-hoc comparisons always confirmed the significant effects
shown by anovas and, thus, this second criterion did not seem critical
for our work. Performances during retrieval tests were compared by
means of the McNemar chi-square test (within-group) and Fisher’s
exact test (between-group). All statistical analyses were performed
using R 2.14.0 (R Development Core Team, 2011) and were two-
tailed; the significance level was 0.05 except in the case of multiple
comparisons for which Bonferroni corrections were applied with the a
level settled to 0.0167.
Results
Antibody specificity and Amela8 expression
The specificity of the antibody was checked by comparing the pre-
immune serum with the serum collected at 10 weeks after rabbit
immunization. The sera differed in only one band (Fig. 1, black arrow).
The mass of the protein was about 60 kDa, which corresponds to the
mass (62 kDa) of the Amela8 protein calculated with the Protein
Molecular Weight Calculator Software (see Fig. 1A). The band was
found in the whole brain extract and in all of the brain structures tested:
ALs, mushroom body calyces and the lower part of the central brain
containing the mushroom body peduncles and vertical lobes, lateral
protocerebrum and subesophageal ganglion (see Fig. 1B).
RNA interference-mediated knockdown of Amela8 in the hon-
eybee brain
Real-time quantitative PCR (see Fig. 2) showed a significant decrease
of Amela8 mRNA at 3 h after injection (42.5%) in the a8 group
compared with the GFP group (pair wise fixed reallocation random-
ization test, P = 0.001). At 6 h after Amela8 siRNA injection, a
significant decrease of 25% of a8 subunit expression was found
A B
Fig. 1. Western blotting analyses of brain protein extracts using a custom-
made Amela8 antibody. (A) Comparison of the immune (I) and pre-immune
(PI) serum signals on brain extracts. Only one band (black arrow) was not
present in the pre-immune serum and corresponded to the calculated size of
Amela8 protein (62 kDa). Mass ladder was loaded in parallel and weights are
expressed in kDa. (B) Amela8 expression in the whole brain (wbr) and three
different parts from another brain: calyces (Ca), ALs and the remaining part
(optical lobes excluded) containing the vertical lobes (VL+). Bands of 50 kDa
were revealed by an a-tubulin antibody to control for the amount of loaded
proteins in wells.
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compared with the control group (normalized expression ratio of
Amela8: a-actin: GFP group, 1.00 ± 0.15; a8 group, 0.74 ± 0.11;
mean ± SD; Wilcoxon test, W = 32, P = 0.029). Thus, the significant
decrease in Amela8 mRNA at 3 h after Amela8 siRNA injection was
followed by a decrease in protein that was evident at 6 h after Amela8
siRNA injection. We therefore chose the time interval of 6 h
post-injection to assess the effect of a8 subunit knockdown on
olfactory acquisition and retention.
Brain systemic injections
For all of the experiments, learning performances were equivalent
irrespective of the odor used as CS+ (for details see Table S4). Thus,
in all cases, we present the pooled performances of bees conditioned
with either 2-hexanol or 1-hexanol.
Experiment 1 – pre-training injection of Amela8 and green fluorescent
protein small interfering RNA
Amela8 siRNA was injected into the bee brain at 6 h before the
training phase to determine the role of the Amela8 subunit in olfactory
learning and memory processes. Figure 3A shows the acquisition and
retrieval performances for groups injected with Amela8-siRNA
(henceforth ‘a8’) and GFP-siRNA (henceforth ‘GFP’).
The comparison of acquisition performances between the a8 and
GFP groups yielded no significant difference (anova for repeated
measurement: trials · CS · treatment: F2,460 = 0.81, P = 0.44). Both
a8 and GFP bees learned to discriminate between the rewarded (CS+)
and non-rewarded (CS)) odors during training (Fig. 3A; a8 group, CS
effect: F1,230 = 18.70, P = 2.28E)5; GFP group, CS effect:
F1,230 = 34.28, P = 1.64E)8). In both cases, the interaction of
CS · trials was significant, showing that bees learned to respond
differently to both CSs during acquisition (a8 group, CS · trials
interaction: F2,230 = 9.31, P = 1.29E)4; GFP group, CS · trials
interaction: F2,230 = 15.41, P = 5.22E)7). A comparison between
Fig. 2. Real-time quantitative PCR analyses of head protein extracts after
glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase siRNA injection. Expression ratio
of Amela8 mRNA normalized to the glyceraldehyde 3-phosphate dehydro-
genase mRNA for the a8 groups, standardized with the control groups (GFP) at
different times after Amela8 siRNA injection. Each reaction was performed in
triplicate. Error bars represent the SE. Pair Wise Fixed Reallocation Random-
ization Testª: ***P < 0.001.
A
B
Fig. 3. Effect of brain systemic injection of Amela8 siRNA on differential olfactory learning. Each graph represents the conditioned response (CR) rate to CS+
(black curves) and CS) (grey curves) during the six conditioning trials and during the retrieval tests (response rates to CS+, CS) and 2-hept), recorded in control
(GFP) and a8 groups. (A) Experiment 1. Injection performed at 6 h before training. Memory performances were tested at 1, 24 and 48 h after training. (B)
Experiment 2. Injection performed at 6 h before the 24-h retrieval test. Memory performances were tested at 24 and 48 h. The number of honeybees in each group is
indicated in brackets. *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001. NS, not significant.
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the responses to the CS+ and CS) in the last acquisition trial (CS+ vs.
CS): 38.29% vs. 0.04%, and 40.42% vs. 12.76%, for GFP and a8
groups, respectively) showed that differentiation was possible in both
groups at the end of training (McNemar test; a8 group: v2 = 8.47,
P = 3.61E)3; GFP group: v2 = 12.50, P = 4.0E)4). The delta scores
calculated as the difference between the CS+ and CS) responses in the
last acquisition trial did not differ significantly between groups
(F1,92 = 0.92, P = 0.34), thus confirming that RNA interference-
mediated knockdown of the a8 nicotinic subunit induced by systemic
injection did not affect differential olfactory learning in honeybees.
Retention performances were evaluated at 1, 24 and 48 h after
conditioning. In the GFP group (Fig. 3A, left), the response rate to
CS+ at 1 h was not different from that exhibited at the last CS+ trial
(McNemar: v2 = 0.30, P = 0.58). For all of the retrieval tests, GFP
bees responded significantly more to CS+ than to CS) and to the
novel odor 2-hept (1-h test: CS+ vs. CS): v2 = 10.56, P = 1.15E)3;
CS+ vs. 2-hept: v2 = 13.06, P = 3.00E)6; 24-h test: CS+ vs. CS):
v2 = 5.88, P = 0.01; CS+ vs. 2-hept: v2 = 7.56, P = 5.96E)3; 48-h
test: CS+ vs. CS): v2 = 9.60, P = 1.95E)3; CS+ vs. 2-hept:
v2 = 10.08, P = 1.15E)3). The responses to the CS) and 2-hept did
not differ within each test (for all three tests, 1-, 24- and 48-h: v2 = 0,
P = 1), showing that the GFP group acted as an appropriate control,
which formed a specific olfactory memory.
A different result was obtained for a8 bees (Fig. 3A, right). In the 1-
h retention test, these bees exhibited a response to the CS+ that was
significantly lower than that observed at the end of training (Fig. 4A,
right; third CS+ trial: v2 = 4.27, P = 0.04). This difference disap-
peared as the responses to the CS+ recovered with time (24-h test:
v2 = 2.72, P = 0.10; 48-h test: v2 = 0, P = 1). In parallel, the response
rates to CS) and the novel odor 2-hept increased throughout the
retention tests. In the 1-h retention test, bees still responded
significantly more to the CS+ than to the CS) (v2 = 7.11,
P = 7.66E)3) and to 2-hept (v2 = 6.75, P = 9.37E)3); however,
bees did not differentiate between CS+ and CS) in the 24-h retention
test (v2 = 1.50, P = 0.22) or between CS+ and 2-hept (v2 = 4.90,
P = 0.03). Finally, in the 48-h retention test, the responses to the CS)
and 2-hept further increased and did not differ from each other
(v2 = 0.90, P = 0.34); however, responses to the CS+ were signifi-
cantly higher than responses to 2-hept (v2 = 8.64, P = 3.28E)3) but
not to the CS) (v2 = 4.08, P = 0.04). This result indicates that RNA
interference-mediated knockdown of the a8 subunit did not impede
the formation of a specific olfactory memory that could be retrieved at
long time intervals (48 h) but CS+ retrieval was significantly impaired
at 1 h after conditioning, i.e. at 7 h after injection, even if a CS+
specific memory was still observable at that period. Knockdown of the
a8 subunit also induced an impairment of olfactory discrimination
resulting from an increase in CS) responses from 24 h after
conditioning. A comparison between the retrieval performances of
GFP- and Amela8 siRNA-injected bees confirmed these conclusions.
Although no significant differences were found during the 1-h and
24-h retrieval tests, a significant increase in the CS) responses was
observed at the 48-h retrieval test (Fischer’s exact test, P = 1.72E)3)
for the a8 group with respect to the GFP group. However, comparison
of the delta scores for each retrieval test showed no significant
difference between the GFP and a8 groups (see Table S5).
Experiment 2 – pre-test injection of Amela8 and green fluorescent
protein small interfering RNA
Amela8 siRNA was injected into the bee brain at 6 h before the 24-h
retention test to determine the effect of a8 partial deletion on retrieval
processes. Honeybees trained to discriminate CS+ from CS) were
split into two groups, one injected with Amela8 siRNA and the other
with GFP siRNA. Two retention tests were performed at 24 and 48 h
after the acquisition phase (see Fig. 3B).
The learning performances were equivalent in both groups as all
bees learned to discriminate the rewarded CS+ from the non-
rewarded CS) (GFP group, CS effect; F1,240 = 202.59,
P < 2.2E)16; a8 group, CS effect; F1,255 = 450.81, P < 2.2E)16).
The interaction of CS · trials was significant in both groups (GFP
group: F2,240 = 70.04, P < 2.2E)16; a8 group: F2,255 = 69.96,
P < 2.2E)16), thus showing that the same pattern of variation of
CS+ and CS) responses was present in both groups. Indeed,
comparing the acquisition performances of both groups yielded no
significant difference (CS · trials · groups interaction: F2,495 = 0.39,
P = 0.68). At the end of training, both groups were able to
differentiate the CS+ from the CS) and had similar delta scores
(F1,97 = 0.04, P = 0.48).
The retrieval performances were then compared after the injection
of GFP siRNA or a8 siRNA at 6 h before the 24-h test. GFP siRNA-
injected bees (Fig. 3B, left) showed a similar response profile at 24
and 48 h. The CS+ response levels were equivalent to that reached at
the end of the training session (24-h test: v2 = 0, P = 1; 48-h test:
v2 = 0, P = 1) and were significantly higher than those for the
CS) (24-h test: v2 = 24.04, P = 9.44E)7; 48-h test: v2 = 24.04,
P = 9.44E)7) and 2-hept (24-h test: v2 = 18.05, P = 2.15E)5; 48-h
test: v2 = 21.04, P = 4.49E)6). In both tests, responses to the CS)
and 2-hept were equivalent (24-h test: v2 = 1.56, P = 0.21; 48-h test:
v2 = 0.31, P = 0.58). Thus, GFP bees exhibited significant retention
and discrimination at both the 24-h and 48-h tests.
A B
Fig. 4. Effect of siRNA systemic injection on specific memory rate (delta score) in experiment 2. (A) Injection at 6 h before the 24-h retrieval test (GFP: n = 49; a8:
n = 52). (B) Injection at 6 h before the 48-h retrieval test (GFP: n = 98; a8: n = 102). anova: treatment factor: *P < 0.05. Injection times are indicated by black
arrows.
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Honeybees injected with a8 siRNA (Fig. 3B, right) exhibited
retention performances equivalent to those of the GFP group. In both
retention tests, bees responded significantly more to the CS+ than to
the CS) (24-h test: v2 = 13.47, P = 2.41E)4; 48-h test: v2 = 22.04,
P = 2.67E)6) and 2-hept (24-h test: v2 = 15.06, P = 1.04E)4; 48-h
test: v2 = 16.41, P = 5.10E)5). In both tests, the responses to 2-hept
and CS) were similar (24-h test: v2 = 0, P = 1; 48-h test: v2 = 0.56,
P = 0.45). Comparison of the delta scores between the a8 and GFP
groups indicated less specific responses for the a8 group at 24 h
(group effect: F1,97 = 4.02, P = 0.04) but not at 48 h (F1,97 = 0.47,
P = 0.49) (see Fig. 4A and Table S6).
Finally, in an additional experiment, the siRNAs were injected at
6 h before a single retrieval test performed at 48 h after learning (not
shown). Although both groups of bees exhibited similar acquisition
performances (F2,990 = 0.43, P = 0.65), honeybees from the a8 group
had lower delta scores compared with the GFP group (F1,196 = 4.12,
P = 0.04) (see Fig. 4B and Table S7) and thus less specific memories.
Therefore, knockdown of the Amela8 subunit during the retrieval tests
(i.e. at 6 h after injection) impaired the bees’ discriminative abilities.
This effect was transient because bees recovered their ability to
discriminate both odorants at 30 h after injection (Fig. 4A).
Focal injections
The brain systemic injections revealed the overall effects but do not
allow the specific effects of a8 subunit knockdown to be assessed in
defined areas of the bee brain underlying olfactory learning and
retention. We therefore aimed at inducing targeted knockdown in the
ALs, mushroom body calyces and mushroom body vertical lobes. As
for brain systemic injections, pre-training or pre-test injections of a8 or
GFP siRNA were performed.
Staining experiments
The unilateral focal injection of fluorescein isothiocyanate Amela8
siRNA induced ipsilateral strong fluorescence in the injected zone
(Fig. 5). In some cases, slight diffused fluorescence to other
structures or the contralateral brain was observed (Fig. 5A and B)
and could be attributed to autofluorescence of the non-injected brain
(see Fig. S1). After injection into the centre of the AL, fluorescent
somata were visible in the dorsal border of the AL and staining was
more pronounced in the median than in the lateral part (Fig. 5A).
Injection between the lateral and median calyces stained inner
Kenyon cells, the axons of which were visible in the median lobe
(Fig. 5C). Figure 5B shows strong fluorescent clusters and fibres
after injection into the vertical lobe. One group of somata was
located in the median rind of the AL and probably corresponds
to the A4 cluster described by Rybak & Menzel (1993). Another
fluorescent cluster was located dorso-medially to the AL at
the place occupied by the A1, A2 clusters (Rybak & Menzel,
1993). A fluorescent bundle ramified towards the lateral protoce-
rebrum.
A
B C
Fig. 5. Diffusion of fluorescent siRNA in the honeybee brain at 6 h after focal injection. Confocal observation of whole mount brain after unilateral injection into the
AL (A), the vertical lobe (VL) neuropil (B) and between the lateral and median calyces (CA) of the mushroom bodies (C) as indicated on the brain diagram (upper
right). Black arrows indicate the injection site. Focal planes are 2 lm in depth. d, dorsal; m, medial. Images are shown with false colours (Image J). See text for details.
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Behavioural experiments
The behavioural performances within the a8 and GFP groups did not
depend on the odorants used as CS+ (2-hexanol or 1-nonanol).
Therefore, the data of all animals within a group were pooled for
statistical analyses (see Table S8 for experiments using pre-training
injections and Table S9 for experiments using pre-test injections).
Experiment 3 – pre-training focal injection of Amela8 and green
fluorescent protein small interfering RNA
The a8 subunit knockdown was induced in three different brain
regions, the ALs, calyces or vertical lobes of the mushroom bodies, via
bilateral injection of siRNA targeting the a8 subunit (see Fig. 5 for
injection sites) at 6 h before training. Paired control groups received
siRNA targeting GFP.
Antennal lobes. At the end of training, GFP and a8 groups similarly
learned to discriminate the CS+ from the CS) (Fig. 6, upper row, ALs;
a8 group: F1,245 = 80.37, P < 2.2E)16; GFP group: F1,240 = 45.178,
P = 1.30E)10). In both cases, the interaction of CS · trials was
significant, thus indicating that bees in both groups learned to respond
differently to the CS+ and CS) (a8 group: F2,225 = 34.79,
P = 6.84E)14; GFP group: F2,240 = 16.13, P = 2.68E)7). Compari-
son of acquisition performances between groups yielded no significant
difference (interaction of CS · trials · groups: F2,465 = 1.26,
P = 0.28), showing that the RNA interference-mediated knockdown
of Amela8 in the ALs had no effect on olfactory learning.
During retrieval tests, similar response profiles were observed in
both groups irrespective of the retention interval. The a8 and GFP
groups exhibited CS+ response levels that did not differ from those
exhibited in the last acquisition trial (McNemar test: 1 h ⁄GFP: v2 = 0,
P = 1, a8: v2 = 0, P = 1; 24 h ⁄GFP: v2 = 0.1, P = 0.75, a8: v2 = 0,
P = 1; 48 h ⁄GFP: v2 = 0.31, P = 0.58, a8: v2 = 0.17, P = 0.68).
Moreover, they responded significantly more to CS+ than to CS) and
2-hept (Table 1, upper left and upper centre, respectively). The
response levels to CS) and 2-hept were equivalent for each test in the
GFP group and a8 group, except at 24 and 48 h for bees from the a8
group, which responded significantly more to 2-hept than to the CS)
(Table 1, upper right). The delta scores were equivalent between the
two groups for all of the retention tests (for details see Table S5).
Mushroom body calyces. The results were, on the whole, similar to
those obtained after pre-training injection into the ALs (Fig. 6, middle
row, calyces). Both the GFP and a8 groups learned to discriminate the
CS+ from the CS) (a8 group: F1,210 = 96.19, P < 2.2E)16; GFP
group: F1,255 = 112.77, P < 2.2E)16). In both cases, discrimination
developed throughout the acquisition trials (interaction of CS · trials;
a8 group: F2,210 = 28.69, P = 9.71E)12; GFP group: F2,255 = 35.41,
P = 2.69E)14). Acquisition did not differ between both groups
(interaction of CS · trial · treatment: F2,465 = 0.07, P = 0.94).
The retrieval performances were equivalent between the GFP and
a8 groups through the retention tests. The a8 and GFP groups
exhibited CS+ response levels that did not differ from that observed at
the last acquisition trial (McNemar test: 1 h ⁄GFP: v2 = 2.5, P = 0.11,
a8: v2 = 0, P = 1; 24 h ⁄GFP: v2 = 0, P = 1, a8: v2 = 0.12, P = 0.72;
48 h ⁄GFP: v2 = 0.9, P = 0.34, a8: v2 = 2.08, P = 0.15). For all of the
retention tests, both groups responded significantly more to CS+ than
to CS) and 2-hept (Table 1, middle left and middle centre,
respectively). The honeybees responded significantly more to 2-hept
than to CS) at 24 h for the a8 group and at 48 h for both groups
(Table 1, middle right). The delta scores of the a8 and GFP groups
were equivalent during all of the retention tests (Table S5).
Mushroom body vertical lobes. Bilateral injections into the vertical
lobes at 6 h before training yielded similar response profiles for the a8
and GFP groups although the response rate to CS+ was lower in the a8
group (Fig. 6, bottom row, vertical lobes). Animals from both groups
learned to discriminate between the CS+ and CS) (a8: F1,280 = 58.80,
P < 2.2E)16; GFP: F1,240 = 156.39, P < 2.2E)16). The interaction of
CS · trials was significant in both groups, thus showing that bees
responded differently to both CS throughout trials (a8: F2,280 = 19.86,
P = 8.57E)9; GFP: F2,240 = 44.91, P < 2.2E)16). Retention tests
showed for each group a response level to CS+ equivalent to that of the
last conditioning trial at 1 h (GFP: v2 = 0.36, P = 0.55; a8: v2 = 0,
P = 1), 24 h (GFP: v2 = 0, P = 1; a8: v2 = 0, P = 1) and 48 h (GFP:
v2 = 2.08, P = 0.15; a8: v2 = 3.37, P = 0.07). For each retrieval test,
honeybees from both groups responded more to the CS+ than to the
CS) and 2-hept (Table 1, lower left and lower centre, respectively).
The response levels to the CS) and 2-hept were not different within
each group, except at 48 h for the GFP group (Table 1, lower right).
Although the learning performance of the a8 group was low
compared with the GFP group, the learning curves were not
significantly different (F2,540 = 2.62, P = 0.07). For all of the
retention tests, the response level to the CS+ was lower in the a8
group than in the GFP group (Fisher’s exact test: 1 h, P = 0.007; 24 h,
P = 0.02; 48 h, P = 0.04). Comparisons of delta scores showed less
specific memory in the a8 group at the 1-h and 24-h retention tests
(1 h: F1,106 = 7.70, P = 6.52E)3; 24 h: F1,106 = 5.44, P = 0.02) (see
Table S5). Thus, taken together, our results indicate that a8 subunit
knockdown in the vertical lobes before acquisition induced lower CS+
responses during the retention tests and an impairment of specific
memory up to 30 h after injection. Such an effect was not detected
when knockdown was induced in both the ALs and calyces of the
mushroom bodies during acquisition.
Experiment 4 – pre-test focal injection of Amela8 and green
fluorescent protein small interfering RNA
The a8 subunit knockdown was then induced in the ALs, calyces or
vertical lobes of the mushroom bodies at 6 h before the first retention
test (24-h retention test). Paired control groups were injected with
siRNA against GFP.
The learning performances evaluated in both groups before
injection showed that all bees learned to discriminate the rewarded
CS+ from the non-rewarded CS) (GFP group: F1,640 = 250.56,
P < 2.2E)16; a8 group: F1,690 = 222.66, P < 2.2E)16). The
interaction of CS · trials was significant in both groups (GFP
group: F2,640 = 85.21, P < 2.2E)16; a8 group: F2,690 = 71.57,
P < 2.2E)16), showing the same pattern of variation of CS+ and
CS) responses. Indeed, comparing the acquisition performances and
delta scores of both groups yielded no significant difference
(F2,1330 = 0.60, P = 0.55; F1,264 = 1.89, P = 0.17, respectively).
Thus, honeybees mastered the olfactory discrimination equally well
and could be tested for the effects of post-training injections of a8
siRNA and GFP siRNA on retention (Fig. 7).
Antennal lobes. During the retention tests, bees responded to the
CS+ at the same level as in the last acquisition trial in both groups
(24 h GFP: v2 = 0.57, P = 0.44; a8: v2 = 1.78, P = 0.18; 48 h GFP:
v2 = 0.31, P = 0.58; a8: v2 = 0, P = 1), showing that injections had
no deleterious effect on conditioned responses (Fig. 7, upper row).
During the two retrieval tests, all honeybees responded significantly
more to the CS+ than to the CS) and 2-hept (Table 2, upper left and
upper centre, respectively). No significant differences were found
between responses to the CS) and 2-hept (Table 2, upper right).
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Comparison between the GFP and a8 group performances in both
retention tests confirmed that a8 knockdown in the ALs had no
significant effect. Comparing the response levels between both
groups for CS+, CS) and 2-hept yielded no significant differences in
either test (Fisher’s exact test: 24 h CS+: P = 0.35, CS): P = 0.61,
2-hept: P = 1; 48 h CS+: P = 1, CS): P = 1, 2-hept: P = 0.62).
Moreover, specific memory (delta score) was equivalent in both
groups during the 24-h and 48-h retention tests (for details see
Table S6), thus showing the lack of effect of AL knockdown of the
a8 subunit.
Mushroom body calyces. For both retention tests, bees of the GFP
and a8 groups responded less to the CS+ than in the last acquisition
trial (Fig. 7, middle row; 24 h GFP: v2 = 9.39, P = 2.18E)3; a8:
v2 = 4.76, P = 2.91E)2; 48 h GFP: v2 = 10.32, P = 1.32E)3; a8:
v2 = 8.45, P = 3.65E)3) and the CS+ performances were identical
for the GFP and a8 groups (Fisher’s exact test; 24 h: P = 1; 48 h:
P = 0.82). We attribute this reduction to greater mechanical damage
underlying the delicate surgical manipulation involved in the
injection into the calyces (see Materials and methods). Irrespective
of this decrease, at the 24-h and 48-h tests, bees in both groups
Fig. 6. Experiment 3. Effect of focal pre-training injection of Amela8 siRNA on differential olfactory learning. The injection was performed at 6 h before the
training phase. Each graph represents the conditioned response (CR) rates to CS+ (black curves) and CS) (grey curves) during the six conditioning trials and during
the retrieval tests (response rate to CS+, CS) and 2-hept), recorded in the control (GFP) and a8 groups. Bilateral injections were performed into the ALs, between the
lateral and median calyces of the mushroom bodies or into the vertical lobes. The number of honeybees is indicated in brackets. *P < 0.05, **P < 0.01,
***P < 0.001. NS, not significant.
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responded significantly more to the CS+ than to the CS) and
2-hept and at the same level for CS) and 2-hept (Table 2, middle
left, middle centre and middle right, respectively). Delta scores
reflecting specific memory were equivalent in both groups at the
24-h and 48-h tests (for details see Table S6). These results indicate
that the retention processes were not affected by knockdown of a8
protein in the mushroom body calyces and that only the mechanical
damage induced by injection resulted in a non-specific decrease in
CS+ responses.
Mushroom body vertical lobes. Different response patterns were
observed in the GFP and a8 groups (Fig. 7, bottom row). Whereas the
GFP group exhibited CS+ responses that did not differ from those in
the last acquisition trial (24 h: v2 = 1.44, P = 0.23; 48 h: v2 = 2.56,
P = 0.11), the a8 group exhibited a significant decrease in CS+
responses (24 h: v2 = 14.09, P = 1.74E)4; 48 h: v2 = 16.41,
P = 5.10E)5). The fact that this decrease was specific to the a8
group shows that mechanical damage – common to both groups – was
not the reason for this difference.
In the 24-h and 48-h retention tests, only the GFP group responded
significantly more to the CS+ than to the CS) and 2-hept (Table 2,
lower left and lower centre, respectively). Bees in the a8 group had
low scores to CS+, and did not discriminate the CS+ from the CS) or
from 2-hept (Table 2, lower left and lower centre, respectively). The
response rates to CS) and 2-hept were low and equivalent within each
group (Table 2, lower right).
Therefore, knockdown of the a8 subunit determined lower
responses to the CS+ compared with the GFP group in both retrieval
tests (Fisher’s exact test: 24 h: P = 0.02; 48 h: P = 0.03), whereas no
significant difference between groups was found for either the CS)
(24 h: P = 1; 48 h: P = 0.68) or 2-hept (24 h: P = 0.55; 48 h: P = 1).
Taken together, these results show that a decrease of a8 protein in the
vertical lobes of the mushroom bodies specifically impaired retention
of the reinforced odor.
Discussion
In this work, we addressed the role of the a8-containing nAChRs in
memory processes in the honeybee.
Western blotting experiments showed that the Amela8 subunit was
expressed in all of the brain structures studied: the ALs, mushroom
body calyces and lower part of the central brain. These observations
confirm the results of Dupuis et al. (2011), who identified Amela8
mRNA in cultured neurons of the AL and mushroom bodies using
single-cell, quantitative PCR analyses. Using real-time quantitative
PCR experiments performed on honeybees brains, we showed a
decrease of mRNA from 3 to 6 h following a8 siRNA injection, which
preceded the decrease of a8 protein expression revealed by western
blot analyses. These results made us choose the time of 6 h for siRNA
injection in order to evaluate the effect of a8 knockdown on learning
and memory processes. Such a knockdown was transient and could
therefore be used to investigate the involvement of the a8 subunit in
these different processes.
The effect of a8 knockdown on olfactory acquisition
Knockdown of the a8 protein was first induced during olfactory training
by injecting siRNA into the brain (Experiment 1) or into three discrete
brain regions (Experiment 3) at 6 h before conditioning. Thus, the
knockdown allowed us to determine whether the a8 subunit – and the
nicotinic receptors that it integrates – is involved in olfactory acquisition.
Table 1. Comparison of response rate between CS+, CS) and 2-hept during retrieval tests of experiment 3 (Pre-training focal injection)
CS+ vs. CS) CS+ vs. 2-hept CS) vs. 2-hept
Antennal lobes
1 h-test
GFP v2 = 25.04, P = 5.62E)7 v2 = 20.04, P = 7.56E)6 v2 = 2.29, P = 0.13
a8 v2 = 32.02, P = 1.52E)8 v2 = 26.04, P = 3.35E)7 v2 = 3.12, P = 0.08
24-h test
GFP v2 = 20.04, P = 7.56E)6 v2 = 12.50, P = 4.07E)4 v2 = 3.12, P = 0.08
a8 v2 = 25.04, P = 5.62E)7 v2 = 9.09, P = 2.57E)3 v2 = 9.09, P = 2.57E)3
48-htest
GFP v2 = 17.05, P = 3.63E)5 v2 = 10.56, P = 1.15E)3 v2 = 2.29, P = 0.13
a8 v2 = 25.04, P = 5.62E)7 v2 = 11.53, P = 6.85E)4 v2 = 10.08, P = 1.50E)3
Calyces
1-h test
GFP v2 = 29.03, P = 7.12E)8 v2 = 28.03, P = 1.19E)7 v2 = 0, P = 1
a8 v2 = 27.03, P = 1.99E)7 v2 = 24.04, P = 9.44E)7 v2 = 0.8, P = 0.37
24-h test
GFP v2 = 26.04, P = 3.35E)5 v2 = 16.96, P = 3.81E)5 v2 = 2.08, P = 0.15
a8 v2 = 22.04, P = 2.67E)6 v2 = 11.53, P = 6.85E)4 v2 = 7.11, P = 7.66E)3
48-h test
GFP v2 = 27.03, P = 1.99E)7 v2 = 14.45, P = 1.44E)4 v2 = 6.67, P = 9.82E)3
a8 v2 = 20.35, P = 6.46E)6 v2 = 11.53, P = 6.85E)4 v2 = 5.82, P = 1.58E)2
Vertical lobes
1-h test
GFP v2 = 40.02, P = 2.51E)10 v2 = 32.34, P = 1.36E)8 v2 = 3.12, P = 0.08
a8 v2 = 30.03, P = 4.25E)8 v2 = 28.03, P = 1.19E)7 v2 = 0.50, P = 0.48
24-h test
GFP v2 = 32.03, P = 1.52E)8 v2 = 15.43, P = 8.57E)5 v2 = 10.31, P = 1.32E)3
a8 v2 = 22.04, P = 2.67E)6 v2 = 15.43, P = 8.57E)5 v2 = 2.28, P = 0.13
48-h test
GFP v2 = 30.03, P = 4.45E)8 v2 = 25.04, P = 5.6E)7 v2 = 1.78, P = 0.18
a8 v2 = 24.04, P = 9.44E)7 v2 = 21.04, P = 4.49E)6 v2 = 0.44, P = 0.51
Bold characters indicate significant differences.
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In all cases, honeybees in which the a8 subunit was knocked
down could learn to discriminate the rewarded from the non-
rewarded odor in a differential olfactory conditioning task; in the
case of systemic brain injections performed before training, no
significant differences were found between the acquisition perfor-
mances of control GFP bees and a8 bees (Fig. 3A). In the case of
targeted brain injections, a8 knockdown did not affect acquisition
when achieved at the level of the ALs and calyces of the mushroom
bodies (Fig. 6, upper and middle rows). The same conclusion
applied to mushroom body vertical lobes; despite apparent lower
CS+ response levels in the second and third trials in the a8 group
compared with the GFP group, the comparison between learning
curves showed no significant difference (Fig. 6, bottom row). We
therefore conclude that the a8 subunit is not required for olfactory
acquisition. Given the bees’ intact capacity to discriminate the CS+
from the CS), we can also conclude that it is not required either for
pure perceptual, olfactory processes.
The effect of a8 knockdown on olfactory memories
We addressed the role of the a8 subunit in mid-term memory by two
different procedures. First, we injected a8 siRNA at 6 h before
training, either systemically into the brain or in targeted brain
structures, and we evaluated subsequent retention performances at 1,
Fig. 7. Experiment 4. Effect of focal pre-test injection of Amela8 siRNA on differential olfactory learning. The injection was performed at 6 h before the 24-h
retrieval test. Each graph represents the conditioned response (CR) rates to CS+ (black curves) and CS) (grey curves) during the six conditioning trials and during
the retrieval tests (response rate to CS+, CS) and 2-hept), recorded in the control (GFP) and a8 groups. Bilateral injections were performed into the ALs, between the
lateral and median calyces of the mushroom bodies or into the vertical lobes. The number of honeybees is indicated in brackets. *P < 0.05, **P < 0.01,
***P < 0.001. NS, not significant.
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24 and 48 h after conditioning. Second, we injected a8 siRNA after
training and at 6 h before the first retention test performed at 24 h after
conditioning; thus we evaluated the effect of a8 knockdown in both
this test and a subsequent test performed at 48 h after conditioning.
Pre-training systemic a8 siRNA injections into the brain induced
an impairment of CS+ retrieval at 1 h after conditioning (7 h after
injection), followed by a recovery of CS+ responses at 30 h after
injection (Fig. 3A, right). Pre-training injection into the vertical lobes
also induced a decrease in CS+ responses during acquisition and
during the retention tests compared with controls and an impairment
of specific memory up to 30 h after injection (Fig. 6, bottom row). In
both cases, the detrimental effect was followed by a recovery at 48 h,
indicating a transient effect of a8 knockdown on memory processes.
Pre-test systemic brain injection affected olfactory specific memory
but, surprisingly, no effect on retrieval performance was observed
although a strong impairment of retrieval was noticed when the pre-
test injection of a8 siRNA was performed into the vertical lobes. In
both situations, pre-training and pre-test injections, localized injec-
tions into the vertical lobes induced stronger (pre-test) and earlier
(pre-training) effects than brain systemic injections. In fact, the
amount of the injected siRNA was the same (1 ng) in systemic and
focal injections. Thus, we suggest that after focal injection the
amount of a8 siRNA that reached the vertical lobes was greater and
more effective than after brain systemic injection. This could explain
the duration of the memory impairment in the pre-test experiment (24
and 48 h) and the reduced learning curve in the pre-training
experiment.
We thus propose that a8 knockdown in the vertical lobes partially
blocks retrieval processes, leading to a reduction in memory
performances. This interpretation fits the non-significant reduction of
the learning curve observed in honeybees that received a8 siRNA
before training in the vertical lobes, as each conditioning trial
following the first one mobilizes retrieval of the processed information
in the course of training. However, as retrieval impairment was
observed when a8 siRNA was injected into the vertical lobe but not
into the ALs or the calyces, we further suggest that olfactory traces
could be housed in the vertical lobes of the mushroom bodies.
The effect of a8 knockdown on olfactory discrimination and
generalization
The effect of the knockdown of a8 subunit on olfactory discrimination
was an increase in responses to the CS) and the novel odor 2-hept
(experiment 1) or a loss of olfactory specific memory evaluated
through the delta values (experiments 2 and 3). These modifications
were observed at 6 and 30 h after injection. These times correspond to
decreases of a8 mRNA expression (Fig. 2) and this could be an
indication of the origin of the effect on olfactory discrimination.
The 2-hept was presented during the memory tests as a novel odor
to check for the generalization of conditioned responses. Overall,
honeybees responded less to 2-hept than to the CS+. A detailed
analysis taking into account the nature of the odorant used as CS+
during training showed enhanced generalization from the CS+ to
2-hept when 2-hexanol was used as CS+. Studies on olfactory
generalization in bees (Guerrieri et al., 2005) showed that 2-hept is
perceptually closer to 2-hexanol than to 1-nonanol, a fact that could
explain the higher degree of generalization observed in the groups
conditioned with 2-hexanol. However, no obvious effect of a8 siRNA
injection could be detected on generalization. The only significant
difference found at this level concerned the case of pre-training and
pre-test injection of a8 siRNA into the vertical lobes (see Tables S5,
S6 and S7) but, as mentioned before, this difference was due to deficits
in CS+ retrieval itself rather than to enhanced generalization.
Possible molecular composition of nicotinic acetylcholine
receptors involved in retrieval
The retrieval impairment induced by a8 subunit deletion is reminiscent
of observations that we made after brain injections of the nicotinic
antagonist mecamylamine (Lozano et al., 1996; Dacher et al., 2005;
Gauthier et al., 2006). Focal injection of mecamylamine induces a
decrease of retrieval when injected into the vertical lobes but not into the
calyces of mushroom bodies (Lozano et al., 2001). We thus conclude
that a8 partial deletion, like mecamylamine, impairs memory retrieval
and spares consolidation supporting long-term memory formation.
Table 2. Comparison of response rate between CS+, CS) and 2-hept during retrieval tests of experiment 4 (Pre-test focal injection)
CS+ vs. CS) CS+ vs. 2-hept CS) vs. 2-hept
Antennal lobes
24-h test
GFP v2 = 25.06, P = 5.62E)7 v2 = 17.05, P = 6.63E)5 v2 = 0.8, P = 0.37
a8 v2 = 20.04, P = 7.56E)6 v2 = 25.03, P = 5.62E)7 v2 = 0, P = 1
48-h test
GFP v2 = 23.04, P = 1.59E)6 v2 = 17.05, P = 6.63E)5 v2 = 2.12, P = 0.08
a8 v2 = 26.03, P = 3.35E)7 v2 = 22.04, P = 2.76E)6 v2 = 2.25, P = 0.13
Calyces
24-h test
GFP v2 = 6.75, P = 9.37E)3 v2 = 6.75, P = 9.37E)3 v2 = 0, P = 1
a8 v2 = 9.60, P = 1.94E)3 v2 = 6.67, P = 9.82E)3 v2 = 0.17, P = 0.68
48-h test
GFP v2 = 5.78, P = 1.61E)2 v2 = 8.64, P = 3.80E)3 v2 = 0.5, P = 0.48
a8 v2 = 6.67, P = 9.82E)3 v2 = 6.75, P = 9.37E)3 v2 = 0, P = 1
Vertical lobes
24-h test
GFP v2 = 15.05, P = 1.04E)4 v2 = 13.06, P = 3.01E)4 v2 = 0.12, P = 0.72
a8 v2 = 3.12, P = 0.08 v2 = 2.50, P = 0.11 v2 = 0, P = 1
48-h test
GFP v2 = 15.06, P = 1.04E)4 v2 = 9.60, P = 1.95E)3 v2 = 1.50, P = 0.22
a8 v2 = 4.08, P = 0.04 v2 = 0.44, P = 0.5 v2 = 2.28, P = 0.13
Bold characters indicate significant differences.
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Mecamylamine is a nicotinic antagonist selective for a3b4 nAChRs
in vertebrates (Yokotani et al., 2002) and the Amela8 subunit
sequence is very close to the sequence of the human nicotinic a3
subunit (Thany et al., 2003). Consequently, we hypothesize that the
nAChRs blocked by mecamylamine in behavioural experiments
(Lozano et al., 1996; Dacher et al., 2005; Gauthier et al., 2006)
could contain the a8 nicotinic subunit together with other subunits
(e.g. Amelb1, Amelb2) thus forming heteromeric receptors. The
Amelb1 subunit is the best constituent candidate, as single-cell reverse
transcription–PCR revealed the coexpression of b1 and a8 subunits in
antennal lobe cells and Kenyon cells (Dupuis et al., 2011).
Focus on the vertical lobes and lateral protocerebrum
The involvement of vertical lobes in retrieval processes has been
reported for both honeybees (Lozano et al., 2001) and the fruit fly
Drosophila melanogaster (Dubnau et al., 2001; McGuire et al., 2001).
The vertical lobes are formed by stratified layers corresponding to
endings of Kenyon cell axons and in both species it seems unlikely that
Kenyon cells release acetylcholine at their terminals (Kreissl & Bicker,
1989; Johard et al., 2008). However, our findings underline the
importance of an nAChR subunit in memory retrieval at this level. We
thus hypothesize that extrinsic neurons branching into the vertical lobe
could release acetylcholine, thus requiring nAChRs that would express
the a8 subunit. As many as 400 neurons develop arborizations into the
vertical lobe layers and establish connections with other protocerebral
areas (Rybak &Menzel, 1993). For example, the PE1 neuron described
by Mauelshagen (1993) links the vertical lobe to the lateral protocere-
bum and is known for its learning-dependent plasticity (Okada et al.,
2007). Acetylcholine putatively released by extrinsic neurons into the
vertical lobe neuropil could then reach post-synaptic nAChRs located on
Kenyon cell axons or on neurite arborizations of extrinsic neurons. The
fluorescein isothiocyanate –siRNA injected into the vertical lobe
retrogradely stained fibres towards their somata. Heavy staining
appeared dorsally to the AL and could correspond to the A1 and A2
clusters described by Rybak&Menzel (1993). Other dense staining was
found in the median rind of the AL possibly corresponding to the A4
cluster. Kenyon cells were not stained. Stained fibres reached the lateral
protocerebum, which is the zone of projection of neurons of the A4
cluster, and resemble the a-lateral protocerebral tract (Rybak &Menzel,
1993) (Fig. 5B). It seems therefore that the lateral lobe of the
protocerebrum could be involved in retrieval processes through
cholinergic connections with the vertical lobe. Among the stained
neurons, those expressing the a8 subunit could be targeted by Amela8
siRNA, a treatment that would result in retrieval impairment (Fig. 8).
Very recently, Se´journe´ et al. (2011) established that mushroom body–
V2 neurons, a subset of mushroom body output neurons, are necessary
for the retrieval of learned information induced by an aversive olfactory
conditioning in Drosophila. Interestingly, these neurons were shown to
be cholinergic and arbor in the lateral horn and a posterior neuropil close
to the vertical lobe.
Our results also indicate that olfactory traces could be stored in the
vertical lobe and ⁄ or lateral protocerebrum. The experiments that we
have conducted with focal injections of mecamylamine (Lozano et al.,
2001) and a8 siRNA demonstrate that interfering with the functioning
of the calyces of mushroom bodies during retrieval tests has no
consequence on the read-out of memory. Thus, our results strongly
suggest that calyces do not house olfactory memories, which would
tend to be stored in the lower and lateral part of the protocerebrum and
would be evoked during retrieval tests by CS activation of the
antenno-calycal tracts linking the AL to the lateral protocerebrum
(Fig. 8). As a last hypothesis, we propose that, in the lateral
protocerebrum, incoming olfactory information would be compared
with already stored information and the result of this process may (or
may not) release the motor output.
Conclusion
Our work provides new evidence for the participation of the
cholinergic system in olfactory learning and memory in the honeybee,
A. mellifera. Specifically it showed that the a8 subunit and the nAChR
receptors that it integrates are required at the level of the mushroom
body vertical lobes for efficient memory retrieval.
Using siRNA to disrupt the expression of nicotinic subunits seems
to be an alternative to the use of nicotinic antagonists for a better
understanding of the role of nAChR subtypes in olfactory learning and
memory processes. Further work should analytically study the effect
of the systematic deletion of other nicotinic subunits. A first candidate
for such endeavour is the Amelb1 subunit, the coexpression of which
with the a8 subunit in heteromeric receptors has been suggested
(Dupuis et al., 2011).
Supporting Information
Additional supporting information may be found in the online version
of this article:
Fig. S1. Confocal observation of whole mount brain of a honeybee
that was not injected with FITC-siRNA.
Table S1 Survival rate and number of honeybees that didn’t present
PER after sucrose stimulation when the injection (systemic or focal)
was made 6 h before training.
Table S2 Survival rate and number of honeybees that didn’t present
PER after sucrose stimulation when the injection (systemic) was made
6 h before the 24-h retrieval test.
Fig. 8. Schematic representation of the connections between the vertical lobe
and lateral protocerebrum. Fluorescein isothiocyanate-stained neurons are
located in clusters A1, A2 and A4. A1 and A2 cluster neurons project inside
and around the vertical lobe neuropil, whereas A4 cluster neurons send
arborizations to the lateral protocerebum (LP) (Rybak & Menzel, 1993).
Following our model, these neurons (or some of them) could release
acetylcholine and ⁄ or express nAChRs containing the a8 subunit. l-ACT,
lateral antenno-calycal tract; m-ACT, median antenno-calycal tract; ml-ACT,
medio-lateral antenno-calycal tract; MB, mushroom body; KC, Kenyon cell.
12 T. Louis et al.
ª 2012 Federation of European Neuroscience Societies and Blackwell Publishing Ltd
European Journal of Neuroscience, 1–13
142
Table S3 Survival rate and number of honeybees that didn’t present
PER after sucrose stimulation when the injection (systemic) was made
6 h before the 48-h retrieval test.
Table S4 Comparison of learning performances depending upon the
odor used as CS+ in the case of systemic injection.
Table S5 Delta scores values in groups injected 6 h before training.
Table S6 Delta scores values in groups injected 6 h before the 24-h
retrieval test.
Table S7 Delta scores values in groups injected 6 h before the 48-h
retrieval test.
Table S8 Comparison of learning performances depending upon the
odor used as CS+ in the case of pre-training focal injections.
Table S9 Comparison of learning performances depending upon the
odor used as CS+ in the case of pre-test focal injections.
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  Survival	  rate	  and	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sucrose	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checked	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  Not	  significant).	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sucrose	  stimulation	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  injection	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  significant).	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  learning	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  injection	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  variance:	  Interaction	  Trials	  x	  
CS	  x	  Odor	  used	  as	  CS+)	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Table	  S5:	  Delta	  scores	  values	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  groups	  injected	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  training.	  	  Stars	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  Delta	  scores	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  injected	  6	  h	  before	  the	  48-­h	  retrieval	  test.	  
	  Stars	  indicate	  significant	  difference	  between	  GFP	  and	  α8	  groups	  (Analysis	  of	  
variance,	  *	  P<	  0.05)	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  S8:	  Comparison	  of	  learning	  performances	  depending	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  the	  odor	  used	  as	  
CS+	  in	  the	  case	  of	  pre-­training	  focal	  injections	  	  (Analyses	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  variance:	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Trials	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  focal	  injections	  	  (Analyses	  of	  variance:	  Interaction	  
Trials	  x	  CS	  x	  Odor	  used	  as	  CS+)	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Figure	  S1:	  Confocal	  observation	  of	  whole	  mount	  brain	  of	  a	  honeybee	  that	  was	  not	  
injected	  with	  FITC-­siRNA.	  Diffused	  light	  auto-­fluorescence	  was	  observed	  in	  the	  
optical	  lobes	  and	  in	  some	  regions	  closed	  to	  the	  mushroom-­body	  vertical	  lobes	  
and	  antennal	  lobes.	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Introduction: 
 
 Acetylcholine is the major excitatory neurotransmitter in insects central 
nervous system (Colhoun et al., 1963). Various works showed the presence of 
nicotinic receptors (Goldberg et al., 1999, Déglise et al., 2001, Thany et al., 2003) 
and acetylcholine(Bicker, 1999) in the honeybee brain but a little is known about their 
functional role. Since 2006, the sequencing of the honeybee genome(Consortium, 
2006) allowed to find 11 nicotinic subunits with 9 α-type and 2 non-α type, which can 
potentially formed acetylcholine nicotinic receptors(Jones et al., 2006).      
 The α7 nicotinic subunit is the most conserved nicotinic subunit between 
organisms(Le Novère et al., 2002). In vertebrates, this subunit can form homomeric 
receptors that present specific electrophysiological properties such as rapid 
desensitisation and calcium permeability, and sensitivity to Methyllycaconitine (MLA), 
α-bungarotoxine (α-bgt), etc.      
 In honeybee, Thany et al (2005) showed by in situ hybridization of mRNA that 
Amelα7 gene is expressed in mushroom bodies’ calyces and in antennal lobes in the 
adult brain. These structures are well known for their implication in olfactory learning 
and memory. Electrophysiological experiments provided evidence for existence of α-
bgt and MLA-sensitive receptors expressed by AL neurones (Barbara et al., 2005) 
and Kenyon cells of mushroom bodies (Goldberg et al., 1999).  
  Some behavioural pharmacology experiments using nicotinic antagonists such 
as mecamylamine, MLA and α-bgt during olfactory conditioning of the proboscis 
extension reflex (PER) described by (Bitterman et al., 1983) showed that different 
antagonists could lead effects on different phases of learning and memory. In fact, 
mecamylamine impairs retrieval processes and α-bgt or MLA impairs long-term 
memory formation (Gauthier et al., 2006). Authors suggested that two different types 
of receptor co-exist in the central nervous system, like in vertebrates. In one hand, 
there are α-bgt-sensitive receptors (targeted by α-bgt and MLA), which are involved 
in long-term memory formation and in the other hand, there are α-bgt-insensitive 
receptors (targeted by mecamylamine) which are involved in memory retrieval 
processes. In vertebrate, α-bgt-sensitive receptors are homomeric and principally 
made of α7 nicotinic subunit whereas α-insensitive receptors are heteromeric, like 
α4β2 type (Jensen et al., 2005). Thus, in the honeybee, it can be supposed that 
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heteromeric receptors are involved in memory retrieval processes and that 
homomeric receptor are involved in long-term memory formation. Furthermore, some 
elements argue that α-bgt-sensitive receptor activation leads to activation of the first 
elements of intracellular signalling involved in memory trace formation such as 
intracellular calcium increase, NO production and cAMP pathway activation(Bicker, 
1996, 1999, Zayas et al., 2002). Moreover, the role of nAChRs in non-associative 
learning was also reported by Gauthier et al (2010). 
 Nevertheless, the use of nicotinic antagonists does not provide further 
information about subunits composition of nicotinic receptors. So, we developed a 
new experimental approach in order to well define the role of nicotinic receptor 
including α7 subunit, which must be homomeric receptor. Gene silencing have been 
already used to assess protein function on honeybee (Amdam et al., 2003, Farooqui 
et al., 2004, Maleszka et al., 2007).  By injecting dsRNA targeting Amelα7 subunit 
before or after conditioning, we could silenced Amelα7 gene expression during 
different memory phases and tested for each of them if Amelα7 is necessary for 
discriminative olfactory conditioning of PER. Focal injection of siRNA were performed 
in three different brain regions: antennal lobes, mushroom body calyces and vertical 
lobes in the case of discriminative conditioning. The role of Amelα7 in habituation 
processes was also address.    
 
Material and methods:  
 
siRNA :  
 
 siRNA targeting Amelα7 subunit is 22 nt long and encoded a region of the 
intracellular loop between the 3rd and the 4th transmembrane domains. The sequence 
of siRNA-Amelα7 and siRNA-GFP is F-5’ GAAAGUGGUAUUCCUUUAUdTdT 3’; R-
5’dTdTCUUUCACCAUAAGGAAAUA 3’ and F-5’ GUGAUGCAACAUACGGAAAdTdT 
; R-3’ UUUCCGUAUGUUGCAUCAC dTdT  5’ respectively. Sequences of the siRNA 
used in our work were produced by the Sigma-Proligo Society.  
Injections:  
 Systemic injections: Honeybees received 0.3 µL of solution by intra-ocellar 
injection using a Hamilton syringe attached to a manual micromanipulator (M3301, 
WPI). Three different groups were made. The first received Amelα7 siRNA solution 
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and the second GFP siRNA solution. Each dsRNA solution was diluted in saline 
solution (0.02 % KCl, 0.02 %, CaCl2, 0.9 % NaCl, 0.04 % Sucrose, pH 6.9) to obtain 
a final concentration of 3 ng.µL-1.  
 Focal injection: We performed injections into target structures of the olfactory 
circuit to reveal the effects of Amelα7 knockdown in these structures. A piece of the 
head cuticle between the antennae, the median ocellus and the eyes was removed to 
expose the brain. Bilateral focal injections (4 nL of siRNA solution; 0.125 µg.µL-1) 
were performed into the antennal lobes, between the median and the lateral calyces 
and into the vertical lobes of the mushroom bodies, using a pulled glass capillary 
connected to a microinjector (WPI PV820 Pneumatic PicoPump).  
 
 Based on the results that we obtained from qPCR and Western blotting 
analyses, injections (systemic or focal) were performed 18 h before different learning 
and memory tasks to assess the effect of Amelα7-knockdown on the processes that 
are involved in such behavioural abilities. 
 
Quantitative real-time PCR: 
 
Sample preparation: Samples were extracted from six honeybee heads for each 
treatment and delay. RNA extraction was performed with the RNeasy mini-kit 
(Qiagen) following standard protocol. The RNA quality was checked by loaded 2 µL 
of total RNA on 1% agarose gel. Then, cDNA were produced from 3 µL of total RNA 
using the Cloned AMV First Strand cDNA Synthesis kit  (Invitrogen).  
 
qPCR: Real-time PCR experiments were performed from 50 ng of cDNA using 
SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystem). The primers used for 
amplification were design with Primer Express Software (Applied Biosystem). We 
used specific primers for Amelα7 gene targeting region overlapping the 6th and 7th 
exons to avoid genomic DNA amplification (GenBank AAR92109 : F-5’ 
GAGGGAGGCGCAAAAATCTC 3’; R-5’ TTGCTAGCGCCGGTGACT 3’) and, as an 
endogenous control, primers for β-actin gene of A. mellifera (GenBank LOC406122: 
F-5’ CACAGGCGGACGTAACATCA 3’; R-5’ AATTATGTCCCACGTGCATCC 3’). 
Experiments were performed in a real-time PCR system ABI Prism ® 7000 (Applied 
Biosystem) which followed a two phases PCR protocol: (1) Denaturation at 95°C for 
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10 min and (2)  elongation / hybridization at 60°C for 1 min. The 2-ΔΔCt method (Livak 
and Schmittgen, 2001) was used to represent graphically the data of quantitative 
real-time PCR.  
 
Semi-quantitative PCR: 
 
In order to control the level of Amelα7 mRNA in experiment 1 in which we have the 
stronger effect on honeybee behaviour, mRNA extraction were performed on three 
honeybees’ brain. Then, 2 µL of mRNA were reverse transcript with the RevertAid H 
minus MMLV RT kit (Fermentas). PCR reactions were performed on 1 µL of cDNA 
with two couples of primers for Amelα7 and AmelGAPDH. Amplification reactions in 
consisted of 10 min at 94°C followed by 25 cycles:  denaturation 30 s at 94°C, 
hybridization 30 s at 60°C and 1 min at 72°C. Then, amplifications were stopped by 
10 min at 72°C.   
 
SDS-Page and Immunoblotting: 
 
 Honeybee brains (3 for each sample) were dissected 3h, 6 h, 18 h, 24 h, 30 h 
or 48 h after injection of GFP-dsRNA or Amelα7-dsRNA and homogenised in PBS 1X 
(Phosphate Buffer Saline 1X) added with protease inhibitor cocktail (Fermentas) and 
EDTA. Sample were boiled at 95°C for 5 min with Laemmli buffer (Laemmli, 1970) 
from BioRad and then, centrifuged at 13, 200 rpm at 4°C for 10 min. Proteins were 
separated on precast TGX gel at 12% (BioRad) at 130 V for 1 h 20 in Mini-Protean III 
apparatus (Biorad). Then, proteins were blotted on nitrocellulose membranes 
(Amersham) at 100 V for 1 h in a Mini-Trans Blot Cell (Biorad). Membranes were 
blocked in 0.1% PBS-Tween  with BSA (Sigma) 5% O.N. at 4°C. After blocking, 
membranes were probed for 2 h in anti-Amelα7 antibody purified from anti-serum 
produced on rabbit from Invitrogen at 1:500 at dilution in PBS-T at room temperature 
, then washed four times in PBS-T for 10 min each. After that, membranes were 
probed with secondary antibodies anti-rabbit (Sigma) at 1: 60, 000 for 1 h 15 at room 
temperature and then washed four times in PBS-T. Protein bands were revealed by 
enhancement chemiluminescence detection system (Pierce) and exposed on Kodak 
Film before development. For western blot analysis of brain extract after siRNA 
injection. The membrane was cut in two part after the 50 kDa ladder. The upper part 
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was incubated with the anti-a7 antibody as described previously and the lower part 
with the anti-α-act antibody  (Sigma) at 1: 5,000 during 2 h at the same time. The 
Amelα8 relative expression was calculated as the ratio between the pixel density of 
the band corresponding to Amelα8 and the pixel density of the α-actin one using 
Image J software (Abramoff et al., 2004).  
 
Behavioural tasks: 
 
Habituation is a non-associative learning and the role of Amelα7 subunit was 
checked through the habituation task developed by (Braun and Bicker, 1992). 
Animals were fed ad libitum the previous evening. Both antennae was stimulate with 
47 mM sucrose solution every 10 s and the number of stimulation needed to make 
the honeybees stop to extend its proboscis during 5 consecutive trials was count. 
During the habituation task, honeybees never were fed. Animals which didn’t show 
PER during the first sucrose stimulation or which show PER during 15 min were 
discarded from the analyse.      
 
Classical PER conditioning consisted of 3 pairing of an odour (2-Hexanol or 1-
Nonanol with a sucrose reward (50%). The CS-US overlapping was of 3 s and the ITI 
was 10 min.  The retrieval test was performed 72 h after the training; honeybees 
were submitted to the CS+ odour and to a novel odour  
 
Discriminative PER conditioning consisted of 6 trials with 3 CS+ trials and 3 CS- 
trials. During CS+ trials, honeybees were submitted to a pulse of odour (Conditioned 
Stimulus) during 6 s overlapping during the last 3 s with a drop of 50% sucrose 
solution presentation (Unconditioned Stimulus) for 6 s.  During the CS – the odour 
presentations, honeybee were not submit to sucrose solution. Inter-Trial Intervals 
were of 1 min. Three odours were used alternatively as CS+ or CS- odour: 1-
Nonanol, 2-Hexanol and 2-Heptanone. During retrieval test, honeybees were 
submitted to CS+, CS- and a new odour (NO). PER were counted for each odour. 
Two retrieval tests were performed at 24 h and 48 h after conditioning. For these 
tests, 3 odours were presented to honeybees: the CS + odour, the CS – odours and 
a new odour never used during conditioning phase; an inter-trial interval of 1 min was 
applied. This protocol allows us to test honeybee to discriminate CS + versus CS – 
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odours and verified if honeybee generalized different odours. During the experiment, 
honeybees were fed just after their fixation in tub and then, twice a day with sucrose 
solution (40%).   
 
Statistical analyses: 
 
 Levels of Amelα7 mRNA found in qPCR experiments were compared between 
groups using the 2-ΔΔCt method (Livak and Schmittgen, 2001). Protein amounts 
detected in western blot analyses were compared using a Wilcoxon test. 
 Behavioral responses are represented in terms of the rate of bees that 
exhibited a PER to the conditioned odorants (conditioned responses; CR), and to 2-
heptanone in retention tests. Performances during acquisition were analyzed by 
means of analysis of variance (ANOVA) for repeated measures, both for within- and 
between-group comparisons according to (1970) as each tested group had more 
than 40 individuals. Nevertheless, the second criterion (equal sample size) needed 
for applying ANOVAs on dichotomous variables was not always respected. However, 
posthoc comparisons always confirmed the significant effects shown by ANOVAs, 
thus, this 2nd criterion did not seem critical for our work. Performances during 
retrieval tests were compared by means of the McNemar Chi-square test (within-
group) and the Fisher’s exact test (between-groups). All statistical analyses were 
performed using R 2.14.0 (Team, 2009) and were two-tailed; the significance level 
was 0.05 except in the case of multiple comparisons for which Bonferroni corrections 
were applied with α level settled to 0.0167 
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Results: 
 
Antibody specificity to Amelα7 
 
 To test the specificity of our custom antibody, western blotting experiment 
were performed. Whole brain protein extracts were separated on acrylamide gel (and 
then transferred on nitrocellulose membranes which were confronted to different 
antibodies preparation: A band of nearly 50 KDa was revealed by both antibodies 
(anti-α7 Rat and Apis). The pre-incubation of the anti-α7 Apis antibody with the 
corresponding peptide didn’t show any reaction on the membrane (Figure 2A).  Then, 
the 50 kDa band should correspond to the Amelα7 subunit.  
 
RNAi-mediated knockdown of Amelα7 in honey brain 
 
  Results of real-time PCR show a high decrease of Amelα7 mRNA expression 
from 3 h to 18 h after Amelα7 siRNA injection compared to the control group (GFP 
siRNA). Levels of Amelα7 mRNA expression were about 40-60 % lower than that of 
GFP group from 3 h to 18 h and were similar from 24 h to 48 h after the time of 
injection (Figure 1).  Western blotting analyses showed that the Amelα7 subunit 
expression decreased significantly in the α7 groups compared to the GFP groups 18 
h after the injection of siRNA (Figure2B). The decrease was about 25 % (Wilcoxon 
test: W = 33, p = 0.015) and made us confident to keep this delay for our behavioural 
experiments.  
 
Brain Systemic injections 
Habituation 
 
  During habituation task (Figure 3), Amelα7-knockdown honeybees and control 
group (GFP) equally reached the same number of trial (GFP: 25,6 ± 5.2; a7: 20.96 ± 
4.4) to stop to extend proboscis when the antennae were stimulate with the sucrose 
solution (Wilcoxon test: W = 285, p = 0.47).  
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Absolute PER conditioning  
  
  In this experiment, the effect of Amelα7 knockdown was tested during an 
absolute spaced conditioning known to induce LTM formation (Perisse et al., 2009). 
SiRNA injections were performed 18 h before the start of the training (Figure 4). Both 
group learned to respond to CS+ with similar performances at the end of training. 
Response rates in the 3rd trial were of about 0.65 and 0.75 for GFP- and Amelα7-
siRNA injected groups respectively. To check long-term memory performances, a 
retrieval test was performed 72 h after training by presenting the CS+ and a new 
odorant. Honeybees from each group had higher responses to CS+ than to the new 
odour (χ2= 30.03, p = 4.25E-8; χ2 = 14.09, 1.75E-4 for GFP and α7 group 
respectively). Nevertheless, the specific responses rates, calculated as the difference 
between the response rates to CS + and to the new odour, was higher for the GFP-
group (Fisher’s Exact Test: p = 0.006). Then, the long-term memory formed by 
knockdown-honeybees for the Amelα7 subunit was lower specific than the one 
formed by the control group.  
 
 
 
Discriminative conditioning: pre-training injection 
 
 Here, honeybees from each group were injected 18 h before the training 
phase with siRNA targeting the GFP (GFP group) or the Amelα7 (α7 group) (see 
Figure 5). Both group learned to respond to the CS+ odour and to not respond to the 
CS- odour (Interaction Trial x SC: GFP F2,295 = 27.12, p = 1.54E-11; α7  F1, 305 = 6,77, 
p = 1.33E-3 in the course of the training. Alpha7 group presented lower 
performances than to the GFP group (Interaction Treatment x Trial x CS: F2, 600 = 
9,38, p = 9,77E-5). In fact, although the α7-group’s responses to CS+ increased 
along the training, performances during the 2nd and the 3rd trial were significantly 
lower than those of the GFP group (Fisher’s exact test: 2nd trial: p = 0.025; 3rd trial: p 
= 8.19E-6).  
 Honeybees from the GFP group has higher response rate to CS+ than to the 
CS- or the NO during the 24-h retrieval test (McNemar χ2: CS+/CS-: χ2 = 13.07, p = 
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3.01E-4; CS+/ON: χ2 = 7.69, p = 5.55E-3). No difference could be observed between 
the response rates to CS – odour and to the new odour (χ2 = 1.5, p = 0.22) in the 
GFP group. For the α7 group, responses rates to all the presented odours were not 
different significantly different (CS+/CS-: χ2 = 2.25, p = 0.13; CS+/ON: χ2 = 1.5, p = 
0.22; CS-/ON: χ2 = 0, p = 1) 
 During the 48-h retrieval test, GFP and α7 group had higher responses rate to 
the CS+ odour than to the CS- (GFP: χ2 = 9.6, p = 1.95E-3; α7: χ2 = 5.14, p = 0.02) 
but only le GFP group presented higher responses rate to CS+ than to the NO (GFP: 
χ2 = 7.6, p = 5.96E-3; α7: χ2 = 2.28, p = 0.13). In both group, responses rate to CS- 
was similar to the NO one (GFP: χ2 = 0, p= 1; α7: χ2 = 0.25, p = 0.62).  
 Comparisons between performances during the 24-h and the 48-h retrieval 
test showed the GFP group had similar responses profile in both tests. The α7 group 
significantly had lower responses rate to CS+ than to the GFP group (Fisher’s exact 
test: p = 0.01) during the first test but not during the 48-h test (p = 0.20) whereas the 
responses remained lower in the α7 group. 
 
Discriminative conditioning: pre-test injection (24-h retrieval test) 
 
 Here, injections were performed 18 h before the 24-h test to test the role of 
Amelα7 subunit in retrieval processes (Figure 6). One group of honeybees were 
conditioned and then split into two groups of equivalent performances at the end of 
the training phase. As some honeybees died before the end of the experiment, we 
checked that the remained honeybees of the two groups still had similar profiles. 
Then, honeybees from both groups learned the task, i.e. responding to CS+  and not 
to CS- (Interaction Trial x SC: GFP, F2, 165 = 20.13, p = 1.50E-8; α7, F2,140 = 19.06, p 
= 4.78E-8) and had similar response rate to the CS+ (p = 0,29) or the CS- (p = 1) 
odours at the end of the training (Figure 6).  
In both groups, honeybees had significant higher response rate to the CS+ than 
to the CS- (GFP: χ2  = 12.7, p = 5.12E-4; α7: χ2 = 8.1, p = 4.43E-3) or the NO (GFP: 
χ2 = 13.7, p = 3.01E-4; α7: χ2 = 12.7, p = 5.12E-3) during the 24-h retrieval test. 
Moreover, the response rates to CS- and to the NO were similar for the GFP and the 
α7 groups (GFP: χ2  = 0, p = 1; α7: χ2 = 2.25, p = 0.14).     
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We observed the same response profile in both group along the 48-h retrieval 
test. Once again, honeybees had higher response rate to CS+ than to CS- (GFP: χ2  
= 7.11, p = 7.66E-3; α7: χ2 = 6.12, p = 0.01) or the NO (GFP: χ2  = 8.1, p = 4.43E-3; 
α7: χ2  = 9.09, p = 2.57E-3) and no difference could be seen between the response 
rate to CS- and to the NO response rate (GFP: χ2  = 0, p = 1; α7: χ2  = 1.33, p = 
0.24). Comparison between the response rates of the two groups to each odour 
showed no difference during both retrieval tests (Fisher’s exact test: 24 h CS+: p = 1, 
CS-: 0.45, NO: p = 1; 48 h CS+: p = 0.60, CS-: p = 0.40, NO: p = 1). 
 
Discriminative conditioning: pre-test injection (48-h retrieval test) 
 
 Like during the previous experiment, one group of honeybees were 
conditioned and then split into two groups of equivalent training performances, each 
one received siRNA injection, targeting GFP or Amelα7, 18 h before the retrieval test 
performed 48h after the training (Figure 7).  
 Then, we tested the similarity of training performances between the two 
groups. Both of them had correctly learned to respond to the CS+ and not to CS- 
(Interaction Trial x SC; GFP: F2, 220 = 8.17, p = 3.77E-4; α7: F2, 210 = 9.31, p = 1.33E-
4) . At the end of the training phase, both had higher response rate to the CS+ than 
to the CS- (GFP: χ2 = 13.47, p = 2.42E-4; α7: χ2 = 10.56, p = 1.15E-3).  
 During the retrieval test, both groups had similar performances. Honeybees 
responded to the CS+ and not to CS- (GFP: χ2 = 12.07, p = 5.12E-4; α7: χ2 = 16.06, 
p = 6.15E-5) or the NO (GFP: χ2 = 15.06, p = 1.04E-4; α7: χ2 = 13.07, p = 3.01E-4). 
Any difference between the responses rates to the CS- and the NO was observed 
(GFP: χ2 = 0.44, p = 0.50; α7: χ2 = 0.44, p = 0.50). 
 Moreover, inter-group comparisons between the responses to each odour did 
not show any difference between the α7 and the GFP groups (CS+: p = 0.19; CS-: p 
= 1 and NO: p = 0.12). Thus, as well as in the experiment 2 (injection before the 24-h 
test), retrieval performances were not impaired by the knockdown of the Amelα7 
subunit. 
  Then, any effect on the performances during the retrieval tests could be 
attributed to the knockdown of the Amelα7 subunit that was induced after a 
discriminative olfactory conditioning.  
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Focal injection of Amelα7-siRNA during discriminative conditioning: 
Experiment 1: Pre-training focal injections  
 
 In this experiment, focal injections of Amelα7-siRNA were performed 18 h 
before the training in order to assess in which region nAChRs formed by Amelα7 
subunits are necessary to be for the acquisition of discriminative conditioning (see 
figure 8). Thus, three different structures were targeted: the antennal lobes, the 
mushroom body calyces or the vertical lobes. Compared to the control group, 
Amelα7-knockdown honeybees didn’t show any impairment of training performances 
or memory defects whatever was the brain structure we targeted. For all pre-training 
focal injection experiments, honeybees from both groups learned to respond to CS+ 
and to not respond to CS- (see table 1). In the course of the retrievals tests, no 
differences could have been observed between the two groups. All honeybees’ group 
showed higher responses rate to CS+ than to the CS- or to the 2-hept in each test we 
performed (1 h, 24 h and 48 h). The results were summarized in table 2. In rare 
cases, the responses rate to CS- was higher than to the 2-heptanone in GFP or in A7 
groups.  
 
Experiment 2: Pre-test focal injections  
 In this last experiment, focal injections were performed 18 h before the 24-h 
retrieval test in the same structures targeted in the previous experiments (see figure 
9). For all experiments, both groups presented similar training performances before 
focal injections (see table 3). During the 24-h retrieval, GFP and a7 groups showed 
higher responses rate to CS+ than to CS- or to 2-heptanone, thus both groups well 
discriminated the three odorants and that was true in the case of the three targeted 
brain regions that received focal injections (see table 4). For the 48-h retrieval test, 
responses profiles were the same as observed during the 24-h retrieval test whatever 
were the targeted brain regions. 
 
Discussion: 
 
  Our study focussed on the role of nicotinic acetylcholine receptors in learning 
and memory in the honeybee. Strong evidences on the participation of these 
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receptors on these processes have been clearly revealed in the last decade 
(Gauthier, 2010). Pharmacological studies pointed the existence of two subtypes of 
nAChRs that differently participate in the neurobiological processes link to PER 
conditioning (Gauthier et al., 2006). The α-bgt-insensitive nAChRs are involved in 
retrieval of learned information both after tactile and olfactory PER conditioning, 
whereas α-bgt-sensitive nAChRs were necessary for the formation of long-term 
memory. In vertebrate, αbgt sensitive nAChRs are homomeric and formed by α7 
subunit (Karlin, 2002). In the honeybee, one of the properties of this type of receptor 
is their high permeability to calcium (Bicker and Kreissl, 1994). The role of calcium in 
the formation of long term memory have been recently demonstrated in the 
honeybee (Perisse et al., 2009).   
 Knockdown of protein by RNA interference was successfully conducted in the 
honeybee since several years (Amdam et al., 2003, Farooqui et al., 2003, Mussig et 
al., 2010, El Hassani et al., 2012). Recently, we showed that this tool was also 
efficient to knockdown the expression of a nicotinic subunit and allowed us to 
demonstrate that nAChRs containing Amelα8 are necessary for retrieval processes 
and particularly those in the mushroom body vertical lobes (Louis et al., in press). In 
the present work, we wanted to address the question of the involvement of nAChRs 
containing Amelα7 subunits in learning and memory processes in the honeybee 
using siRNA during habituation of the PER, absolute and discriminative olfactory 
conditioning of the PER.  
 First, we show that siRNA targeting Amelα7 subunit, induces a decrease of the 
corresponding mRNA level between 3 to 18 h after the injection, which is transient as 
revealed by the qPCR experiments and that the protein level significantly decreases 
(≈ 25%) 18 h after the injection. This level of decrease is similar of that obtained by 
Mussig et al. (2010) using siRNA targeting NMDA receptor. Thus, we applied this  
18-h delay for behavioural experiments.  
 
1. Nicotinic acetylcholine receptors containing Amelα7 subunit (Amelα7* 
nAChRs) were not necessary for habituation 
 
 Habituation experiment show that the Amelα7-knockdown do not prevent 
honeybee to perform this type of non-associative learning. Interestingly, previous 
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works showed that intracerebral injections of nicotinic antagonists (Mecamylamine, 
MLA and α-bgt)  enhances habituation (Gauthier, 2010). To explain our results, we 
suggest that (i) the diffusion of siRNA in the honeybee wouldn’t be enough to rich the 
structures involved in this type of learning, which are the suboesophageal ganglion 
and the dorsal lobes or (ii) that all the nicotinic antagonists used by Gauthier (2010) 
do not target nAChRs containing Amelα7. 
 
2.    Effect of Amelα7-knockdown on long-term memory formation: 
 
 The injections of siRNA targeting Amelα7 performed 18 h before the training 
did not allow showing a decrease in LTM, which would have been the consequence 
of an impairment of consolidation processes. In absolute conditioning, only the 
specificity of the memory tested 72 h after training was observed .In discriminative 
conditioning, the learning performances were very low and the lack of memory at 24 
and 48 h indicate that honeybees didn’t learn. 
 The 18-h delay used in these experiments does not allow targeting only the 
consolidation phase. As the decrease of Amelα7 mRNA starts as soon as 3 h after 
injection, we tried to shortened this delay to 2 h or 2 h 30. With these conditions, we 
observed a decrease in the acquisition performances (Data not shown). So, with our 
experimental conditions, we can’t assume that the nAChRs containing Amelα7 are 
not involved in LTM formation. The use of another siRNA or a higher concentration 
inducing a faster knockdown could be tested to get around this difficulty. 
 
     3.   Involvement of Amelα7* nAChRs in acquisition: contradictory results 
 
 The results obtained with the injection of siRNA before absolute conditioning 
show that Amelα7* nAChRs were not involved in acquisition but that the olfactory 
memory that is induced was less specific than in control group. The same injections 
performed before a discriminative conditioning blocks the learning abilities of the 
honeybees. 
 The easier hypothesis to explain such a discrepancy would be that Amelα7* 
nAChRs are necessary for olfactory perception. in fact, in the case of discriminative 
conditioning, honeybees learn to respond to the CS+ and to not respond to the CS-. 
If the Amelα7-knockdown impairs olfactory perception, we proposed that the two 
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odours used during discriminative conditioning could be perceived as being the same 
or very closed for the α7 group. So, discriminative learning task would be impossible 
to achieve, as the reinforced-odour would be perceived as the same as the non 
reinforced-odour. Then, the ambiguity of this perceptual vicinity could induce a 
decrease in learning the perceived odour being alternatively reinforced and not 
reinforced. 
 Conversely, in the case of absolute conditioning, this hypothetical impairment 
of olfactory perception would not prevent animal to learn even with a “misperceived” 
odour as honeybees do not received contradictory information. 
 Moreover, if we considered that the effect of siRNA is transient and that the 
olfactory perception is restored 80 h after injection (18 h + 72 h), animals that have 
been conditioned with a “distorted” odour should present a deficit during retention 
test because of that the odour used during the training is not identical to the one 
presented during the retention test. It is exactly what we observed, with lower specific 
responses rate in the α7 group due to an increase of responses rates to the new 
odour. 
 However, the lack of effects obtained with pre-test systemic injection seems to 
contradict the hypothesis of the perception impairment. The most likely explanation 
would be that discrimination abilities need to be optimal in the course of acquisition to 
achieve the task whereas an impairment of it in the course of the retention test didn’t 
not prevent honeybees to correctly respond to the odour learnt previously with intact 
discrimination abilities. As a consequence, even thought the honeybees of the α7 
group present perception impairment, animals are able to correctly discriminate 
between the CS+ and the CS- in the course of the retention test. Conversely, the 
honeybees that received a pre-training injection in absolute or discriminative 
conditioning could not performed these tasks successfully, this could be see through 
the lower learning performances in the case of discriminative conditioning and the 
non specific memory formed in the case of absolute conditioning (Figure 10). 
 In order to keep or exclude the hypothesis of the olfactory perception 
impairment, two experimental strategies could be performed.  
 The first one is based on optophysiological recording of the calcium signals in 
the antennal lobes. This type of experiment could allow comparing the activation 
patterns of the glomeruli induced by the CS+ and the CS- between the α7 and the 
GFP groups. If our hypothesis is right, we might observed some differences between 
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the activations patterns of the two groups and the patterns induced by the CS+ and 
the CS- would be closer in α7 than in GFP group. 
 The second one take profits from the results obtained by Guerrieri et al (2005) 
on the generalization of the conditioned response toward new odorants according to 
some chemical characteristics.  Once again, if the Amelα7 knockdown impairs the 
olfactory perception, honeybees that received this treatment would show different 
generalization profile to conditioned responses.   
 
    4.   Brain structures housing Amelα7* nAChRs involved during acquisition 
 
 Localized injections of siRNA in the antennal lobes, the calyces and the 
vertical lobes before a discriminative conditioning didn’t induced the effect seen with 
systemic injections; then we could not localized the Amelα7* nAChRs involved in 
acquisition. To this we could bring two mains explanations: (i) the delay of injection 
used for systemic injection was not good for localized one as the optimal delay was 
determined with systemic injections, (ii) the Amelα7* receptors involved in acquisition 
processes are expressed by some Kenyon that could have been targeted by the 
siRNA because the injections were made between the middle and the lateral calyces 
but not within each of the four calyces. We should continue these experiments using 
a shortened delay (i.e. 6 h as it was performed by Louis et al (in press) for siRNA 
targeting Amelα8) and by targeting directly each of the four calyces to look at the 
second hypothesis. 
 Our results also suggest that Amelα7 nAChRs are localized in the antennal 
lobes, the first relay of the olfactory pathway. Thany and collaborators (2005) and, 
most recently, Dupuis et al (2011) showed that the cells in the antennal lobes 
express the Amelα7 subunit. Moreover, this subunit is not present in most of the 
Kenyon cells (Dupuis et al., 2011) . We suggest that Amelα7 enter the composition of 
nAChRs that are expressed by projection neurons and local neurons and that this 
type of nAChRs causes the specific currents, which are not find in Kenyon cells 
(2011). Electrophysiological recording of Ach-induced currents, on antennal lobes 
cultured-cells, show that these receptors are α-bgt sensitive and permeable to 
calcium. This data need to be confronted with the data obtained in vertebrate 
showing that homomeric nAChRs made of α7 subunits are highly permeable to 
calcium (Jensen et al., 2005). 
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Conclusion 
 
 Our work shows that the Amelα7 subunits take part in nicotinic receptors that 
are necessary for the acquisition of a discriminative olfactory PER conditioning. 
Taken together, our data suggest that this type of nAChRs could be involved in 
olfactory perception but only functional imagery studies of the antennal lobes 
responses to olfactory stimulus would help to confirm this hypothesis. Moreover, it 
seems that, unlike vertebrate, in the honeybee, α-bgt-sensitive nAChRs would not be 
formed with Amelα7 subunits. That was supported by previous work that showed 
effect on long-term memory formation (Dacher et al., 2005, Gauthier et al., 2006) that 
we do not observed here with siRNA targeting Amelα7.  
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Table 1: Statistical analyses on training performances for GFP and a7 groups in the 
case of pre-test focal injections (ANOVA with repeated measures) 
 
 
 
 
Table 2: Statistical comparisons between responses rate to the odours used during 
retrieval tests in the case of experiments with focal pre-training injections  
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Table 3: Statistical analyses on training performances for GFP and a7 groups in the 
case of pre-test focal injections (ANOVA with repeated measures) 
 
 
 
 
 
Table 4: Statistical analyses on responses rate to the odours used during retrieval 
tests in the case of experiments with focal pre-test injections  
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Figures : 
 
Figure 1: Relative mRNA expression ratio of Amelα7 vs. AmAct after injection of 
siRNA targeting GFP (white) or Amelα7 (mean ± IC0.05). Results were shown for 
different delays after injection.  
 
     
 
 
 
 
Figure 2: (A) Validation of the specificity of the custom-made antibody anti-Amelα7. 
(B) Normalized expression ratio of Amelα7 protein for GFP and A7 group 18 h after 
siRNA injections. Stars indicate significant difference : * p >0.05.    
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Figure 3: Effect of Amelα7-knockdown on habituation. No significant difference was 
observed between GFP (black) and α7 groups (red) 
 
    
 
 
 
 
Figure 4: Effect of Amelα7-siRNA injection 18 h before absolute conditioning. The 
long-term memory was checked 72 h after training. Stars indicate significant 
differences: * 
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Figure 5: Honeybees performances during acquisition and retrieval tests when 
siRNA injections (GFP or Amelα7) were made 18 h before the training of a 
discriminative conditioning. Learning curves of CS + (circle) and CS - (triangle). NS: 
Not significant. 
 
 
Figure 6: Effect of Amelα7-siRNA injection 18 h before the 24-h retrieval test.  
Learning curves of CS+ (circle) and CS- (triangle). NS: Not significant, * : P < 0.01. 
 
Figure 7: Effect of Amelα7 siRNA injection 18 h before the 48-h retrieval test. 
Learning curves of CS+ (circle) and CS- (triangle). NS: Not significant. 
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Figure 8: Effect of focal pre-training injection of Amelα7 siRNA on discriminative 
olfactory learning. The injection was performed 6 h before the training phase. Each 
graph represents the conditioned response rates to CS+ (black curves) and CS- 
(grey curves) during the 6 conditioning trials and during the retrieval tests (response 
rate to CS+, CS- and 2-heptanone), recorded in the control (GFP) and α8 groups. 
Bilateral injections were done into the antennal lobes, between the lateral and 
median calyces of the mushroom body or into the vertical lobes. The number of 
honeybees is indicated in brackets. NS: Not significant. 
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Figure 9: Effect of focal pre-test injection of Amelα8 siRNA on differential olfactory 
learning. The injection was performed 6 h before the 24-h retrieval test. Each graph 
represents the conditioned response rates to CS+ (red curves) and CS- (black 
curves) during the 6 conditioning trials and during the retrieval tests (response rate to 
CS+, CS- and 2-heptanone), recorded in the control (GFP) and α8 groups. Bilateral 
injections were realized into the antennal lobes, between the lateral and median 
calyces of the mushroom bodies or into the vertical lobes. The number of honeybees 
is indicated in brackets. NS: Not significant, * P < 0.05, ** P < 0.01, *** P < 0.001 
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Figure 10:  Hypothesis of the impairment of olfactory perception due to Amelα7 
knockdown and the consequences on absolute and discriminative conditioning (see 
text for details).  
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Annexes
1. Séquences protéiques des sous-unités Amelα8 et Amelα7
2. Protocole pour l’extraction des ARNm de cerveau d’abeille
3. Protocole pour la synthèse des ADNc
4. Protocole pour le western blot
5. Curriculum vitae
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Protocole d’extraction des ARN avec le Kit Rneasy de Qiagen :  
 
 
 
1. Plonger les têtes dans l’azote liquide 
 
2. Broyer les têtes avec mortier dans un tube eppendorf 2 mL 
 
3. Ajouter 600 µL de RLT 
 
4. Centrifuger 3 min à 4°C à 13000 rpm 
 
5. Mettre le surnageant dans un tube eppendorf 1,5 mL 
 
6. Ajouter un volume d’Ethanol à 70% 
 
7. Transférer sur la colonne 
 
8. Centrifuger 30 s à 4°C à 13000 rpm, Jeter le surnageant 
 
9.  Ajouter 700 µL de RW1 
 
10. Centrifuger 30 s à 4°C à 13000 rpm, Jeter le surnageant 
 
11. Ajouter 500 µL de RPE 
 
12. Centrifuger 30 s à 4°C à 13000 rpm, Jeter le surnageant 
  
13. Ajouter 500 µL de RPE 
 
14. Centrifuger 2min à 4°C à 13000 rpm, Jeter le surnageant 
 
15. Centrifuger 1min à 4°C à 13000 rpm, Jeter le surnageant 
 
16. Transférer la colonne dans un tube eppendorf de 1,5 mL 
 
17.  Ajouter 30 µL d’H2O Rnase free 
 
18. Laisser 1 min dans la glace 
 
19. Centrifuger 1 min à 4°C à 13000rpm 
 
20. Conserver les extraits à – 80°C 
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Protocole pour Reverse Transcriptase avec kit « RevertAid  
H minus first strand cDNA synthesis » de Fermentas:  
 
 
 
 
 
 
• Attention : Respecter l’ordre d’ajout des réactifs 
  
• 1ère Phase : 
 
1. ARN                           1 µL ou la quantité souhaitée 
 
2. OligodT       1 µL 
 
3. DEPC-treated H2O    10 µL 
______________________________________________ 
 
  Total     12 µL 
 
 
• 2ème Phase: 
 
1. 5X reaction buffer   4 µL 
 
2. Ribolock RNase inhibitor  1 µL 
 
3. dNTP mix (100 mM)   2 µL 
 
4. RevertAid H minus M-MuLV RT 1 µL     
 
______________________________________________ 
               
                         Volume final                                    20 µL 
 
• Enfin  programmer le thermomixeur (C1000, BioRad) : 
 
1. Placer  pendant 1 h à 42°C 
 
2. Terminer la réaction en laissant 5 min à 70°C 
 
• Conserver les ADNc à - 80°C 
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Protocole de Western blot   
 
1. Préparation des extraits : 
 
- Dissection des cerveaux sur un lit de glace  
- Broyer dans 60 µL / 3 cerveaux + 1/10 Inhibiteur de Protéase (Fermentas) 
- Ajouter  de tampon Laemmli (Biorad) avec proportion Tampon : Echantillon 1:1 (ou 1:2) 
- Faire bouillir  7 min à 95°C. 
- Centrifuger 5 min à 13 000 rpm à 4 °C 
- Récupérer le surnageant 
 
2. Migration des protéines : 
 
- Sur gel Biorad TGX 12% 
- Déposer la même quantité de protéines de chaque extrait (max 20  µL) sur 2 pistes/extrait 
- Faire migrer pendant 1h15 avec un courant de 130V. 
 
3. Transfert des protéines :  
 
- Découper  les membranes  de nitrocellulose  de taille  55 x 85 mm.  
- Faire les « sandwiches » en respectant l’ordre suivant : Côté Noir -> Mousse -> Blotting 
paper-> Gel -> Membrane -> Blotting paper -> Mousse -> Côté blanc. 
- Mettre les « sandwiches » dans la cuve : le côté noir en face du Noir.  
- Transfert des protéines 1h00 avec un courant de 100V. 
- Option : Coloration de la membrane au rouge Ponceau pour vérifier transfert des protéines  
 
4. Immunodétection :  
 
- Incuber la membrane avec PBS-T (PBS+ Tween 20 à 0,1 %) + BSA à 5% O.N. à 4°C. 
- Incuber 2h avec Anticorps Ier Anti-αX dilué à 1: X dans PBS-T + BSA à 1% 
- Laver 4 x 10min dans PBS-T. 
- Incubation 1h15 avec Anticorps 2nd  Anti-Lapin  dilué à 1: X dans PBS-T + BSA à 1%. 
- Laver 4x 10 min dans PBS-T. 
 
5. Révélation par ECL  avec Kit « Super signal West-Pico Chemiluminescent 
Substrate » de PIERCE :  
  
- Mélanger  2,5 mL du produit blanc et 2,5 mL du produit marron. 
- Laisser la membrane incubée pendant  5 min. 
- Mettre la membrane  dans une pochette plastique. 
- Dans la chambre noire, mettre le film photographique Kodak X Omat sur la membrane 
dans la cassette.  
- Laisser 1min puis x min selon ce que l’on veut  
- Mettre le film dans la développeuse 
 
 Tampon de Migration (Running Buffer ; 
pH= 8,3)  1X: 
 
- 3.03 g de Tris-base 
- 14,4 g de Glycine 
- 5 g de SDS 
-  Compléter à 1 L d’H2O 
 Tampon de Transfert  (pH 8,3) : 
 
- 3,03 g Tris-base 
- 14,4 g Glycine  
- 200 mL Méthanol  
- Compléter à 1L
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SUMMARY	  	  Acetylcholine	   is	   the	   major	   excitatory	   neurotransmitter	   in	   the	   central	   nervous	  system	  of	  insects	  and	  particularly	  in	  structures	  involved	  in	  olfaction	  and	  memory	  processes.	  The	  role	  of	  nicotinic	  acetylcholine	  receptors	  (nAChRs)	  in	  learning	  and	  memory	  in	  the	  honeybee	  was	  already	  shown	  through	  the	  olfactory	  conditioning	  of	   the	   proboscis	   extension	   reflex	   (PER).	   	   Then,	   previous	  works	   using	   nicotinic	  antagonists	  show	  that	  two	  different	  types	  exist	  in	  the	  CNS	  which	  supported	  two	  different	   functions:	   the	   first	   one	   (mecamylamine-­‐sensitive)	   is	   necessary	   to	  retrieval	  processes	  and	  the	  second	  one	  (α-­‐bungarotoxine-­‐sensitive)	  is	  needed	  to	  long	  term	  memory	  formation.	  The	  sequencing	  of	  the	  honeybee	  genome	  pointed	  out	  11	  genes	   coding	   for	  nicotinic	   subunits	   (9	  α	   and	  2	  β)	   that	   could	  potentially	  form	  a	  great	  number	  of	  different	  nAChRs	  types.	  	   The	  aim	  of	  this	  PhD	  work	  is	  to	  better	  precise	  the	  characterization	  of	  the	  two	   types	  of	  nAChRs	   cited	  earlier	  by	   studying	   the	   role	  of	  Amelα7	  and	  Amelα8	  using	  ARN	  interference	  in	  the	  case	  of	  olfactory	  PER	  conditioning.	  	   Fist,	  this	  work	  shows	  the	  efficiency	  of	  siRNA	  to	  decrease	  the	  expression	  of	  the	  targeted	  subunits.	  Secondly,	  results	  demonstrate	  the	  involvement	  of	  nAChRs	  containing	   Amelα8,	   and	   specially	   those	   in	   the	   vertical	   lobes,	   in	   retrieval	  processes.	  Finally,	  Amelα7-­‐	  knockdown	  blocks	  acquisition	  during	  discriminative	  PER	  conditioning	  and	  impairs	  the	  formation	  of	  a	  specific	  memory	  after	  classical	  PER	  conditioning.	  The	  role	  in	  olfactory	  perception	  is	  discussed.	  	   	  	  	  Comparisons	  of	  this	  work	  with	  pharmacological	  studies	  let	  to	  think	  that	  Amela8	  could	  form	  mecamylamine-­‐sensitive	  nAChRs.	  However,	  according	  to	  the	  results,	  α-­‐bgt-­‐sensitive	  nAChRs	   should	  not	  be	   form	  by	  Amelα7	  contrarily	   as	   in	  vertebrate.	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RESUME 
 L’acétylcholine est le principal neurotransmetteur excitateur du système nerveux 
central (SNC) des insectes, particulièrement abondant au sein des structures impliquées 
dans l‘olfaction et les processus de mémoire. L’étude du rôle des récepteurs nicotiniques 
dans l’apprentissage olfactif chez l’abeille domestique (Apis mellifera L.) a fait l’objet de 
nombreux travaux basés sur le conditionnement du réflexe d’extension du proboscis (REP). 
L’injection intracérébrale d’antagonistes nicotiniques couplée au conditionnement a montré 
que deux types de récepteurs nicotiniques coexistent au sein du SNC et qu’ils sous-tendent 
deux fonctions différentes : les récepteurs sensibles à la mécamylamine sont nécessaires 
pour le rappel d’une information alors que les récepteurs sensibles à l’a-bungarotoxine  sont 
requis pour la formation de la mémoire à long terme.  Le séquençage du génome de l’abeille 
a permis de mettre en évidence l’existence de 11 gènes codant pour des sous-unités 
nicotiniques, 9 de type α et 2 de type β, dont les diverses combinaisons possibles permettent 
d’envisager un nombre considérable de sous-types de récepteurs nicotiniques. Ce travail de 
thèse a pour objectif d’étudier le rôle des récepteurs contenant la sous-unité Amelα7 ou 
Amelα8 dans le conditionnement olfactif du REP en réprimant l’expression de ces sous-
unités par l’interférence d’ARN.  
Nous avons tout d’abord démontré l’efficacité de l’injection intracérébrale de siRNA 
pour réduire l’expression des sous-unités nicotiniques ciblées et nous avons précisé le délai 
après l’injection pour lequel la réduction maximale de l’expression de la protéine était 
observée. Les injections de siRNA ont alors été effectuées avant la phase d’acquisition d’un 
conditionnement olfactif ou avant le test de rappel. Les résultats montrent que la sous-unité 
Amelα8, présente au sein de récepteurs nicotiniques localisés dans les lobes verticaux, est 
impliquée dans les processus de rappel. Les récepteurs comportant la sous-unité Amelα7 
participent au processus d’acquisition d’un conditionnement discriminatif et à la formation 
d’une mémoire à long terme spécifique induite par un conditionnement classique. Le rôle 
possible de cette sous-unité dans la perception olfactive est discuté. 
 La comparaison de ce travail avec les études pharmacologiques suggère que les 
récepteurs sensibles à la mécamylamine comportent la sous-unité Amelα8. L’hypothèse que 
les récepteurs sensibles à l’α-bungarotoxine contiennent la sous-unité Amelα7 ne peut être 
retenue. 
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